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RESUMO GERAL

As abelhas Apis mellifera desempenham um papel significativo tanto na economia quanto para
o ambiente, devido aos seus produtos apicolas e a sua eficiéncia na polinizacdo de diversas
culturas agricolas e plantas silvestres. No entanto, durante o forrageamento, as abelhas podem
ser expostas a fontes de alimento contaminadas com agrotoxicos, especialmente em areas
agricolas e seu entorno. Os inseticidas neurotdxicos, em particular o fipronil, tém sido
comprovadamente prejudiciais as abelhas, mesmo em doses muito baixas. O objetivo deste
estudo foi investigar o efeito da contaminagdo por ingestdo e via topica com doses letais e
subletais do inseticida fipronil, apds dois periodos de exposicdo aguda, no perfil de expressao
génica do tecido cerebral de abelhas africanizadas (A. mellifera) em fase de campeiras. Para
isso, abelhas foram coletadas e acondicionadas em placas com alimentadores contendo xarope
de mel contaminado com fipronil ou ndo contaminado (controle). No teste de ingestdo, foram
utilizadas duas dosagens de fipronil no xarope de mel (DLso = 0,19 pg/abelha; DSub = 0,0019
ug/abelha) e dois periodos de exposi¢do (uma e quatro horas). No teste com exposicao topica,
as abelhas foram contaminadas com 2 pL de 4gua contaminada com fipronil na dosagem letal
(0,009 pg/abelha), subletal (0,0009 pg/abelha) ou apenas agua (grupo controle), aplicada na
regido do pronoto. ApOs a exposi¢do aos tratamentos mencionados, o tecido cerebral das
abelhas foi utilizado para analise do transcriptoma, a fim de verificar os Genes Diferencialmente
Expressos (DEGSs). Nas abelhas contaminadas por ingestdo, o fipronil afetou diversas vias
metabdlicas, de transporte e de regulacdo celular, incluindo vias relacionadas aos ribossomos e
canais i0nicos (1 hora = 2.391 DEGs; 4 horas = 147 DEGs). DEGs envolvidos no
desenvolvimento, adesdo celular, metabolismo e transporte celular apresentaram reducdo na
expressao, enquanto genes relacionados a desintoxicacdo e detec¢do de substancias foram
suprarregulados. A reducéo significativa na expressao de genes da familia de proteinas de
ligagdo odorante (OBP) também foi verificada, podendo causar comportamentos desorientados
e diminuir a eficiéncia de forrageamento das abelhas. Por outro lado, nas abelhas contaminadas
topicamente, o fipronil afetou genes relacionados a resposta imunologica, reparo de DNA,
metabolismo de xenobidticos e desintoxicacdo (1 hora = 804 DEGs; 4 horas = 329 DEGS). Em
conclusdo, tanto a contaminagdo por ingestdo quanto a exposicdo tdpica resultaram em
alteracdo na expressdo de genes relacionados com vias metabdlicas, de regulacdo celular e
resposta imune das abelhas. Esses achados ressaltam a necessidade de estratégias de prote¢do
e regulamentacdo mais rigorosas para preservar a saude das colénias e a sustentabilidade do
servico de polinizacéo prestado pelas abelhas.

Palavras-chave: Agrotdxicos; Exposi¢cdo-aguda; Transcriptoma; DEGs; Desintoxicacao.
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ABSTRACT

Honey bees (Apis mellifera) play a significant role in both the economy and the environment
due to their apicultural products and their efficiency in pollinating various agricultural crops
and wild plants. However, during foraging, bees can be exposed to food sources contaminated
with pesticides, especially in agricultural areas and their surroundings. Neurotoxic insecticides,
particularly fipronil, have been proven to be harmful to bees, even in very low doses. The
objective of this study was to investigate the effect of contamination through ingestion and
topical exposure to lethal and sublethal doses of fipronil, after two periods of acute exposure,
on the gene expression profile of the brain tissue of Africanized honey bees (A. mellifera) in
the foraging phase. To do this, bees were collected and placed in plates with feeders containing
fipronil-contaminated honey syrup or uncontaminated (control) syrup. In the ingestion test, two
fipronil dosages in honey syrup were used (DLso = 0.19 pg/bee; DSub = 0.0019 pg/bee) and
two exposure periods (one and four hours). In the topical exposure test, bees were contaminated
with 2 pL of water contaminated with fipronil at lethal (0.009 pg/bee), sublethal (0.0009
ug/bee), or just water (control group) dosages, applied to the pronotum region. After exposure
to these treatments, the brain tissue of the bees was used for transcriptome analysis in order to
identify Differentially Expressed Genes (DEGS). In bees contaminated by ingestion, fipronil
affected various metabolic, transport, and cellular regulation pathways, including pathways
related to ribosomes and ion channels (1 hour = 2,391 DEGs; 4 hours = 147 DEGs). DEGs
involved in development, cell adhesion, metabolism, and cell transport showed reduced
expression, while genes related to detoxification and substance detection were upregulated. A
significant reduction in the expression of odorant-binding protein (OBP) family genes was also
observed, which could lead to disoriented behaviors and decreased foraging efficiency in bees.
On the other hand, in bees contaminated topically, fipronil affected genes related to the immune
response, DNA repair, xenobiotic metabolism, and detoxification (1 hour = 804 DEGs; 4 hours
= 329 DEGs). In conclusion, both ingestion contamination and topical exposure resulted in
alterations in the expression of genes related to metabolic pathways, cellular regulation, and the
immune response of bees. These findings underscore the need for more stringent protection and
regulation strategies to preserve colony health and the sustainability of the pollination service
provided by bees.

Keywords: Pesticides; Acute exposure; Transcriptome; DEGs; Detoxification.
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CONSIDERACOES INICIAIS

Surgimento das abelhas e origem de Apis mellifera Linnaeus (1758)

As abelhas s@o insetos que surgiram ha cerca de 150 milhGes de anos, durante o Periodo
Cretaceo, evoluindo a partir de vespas predadoras que modificaram sua dieta de insetos e acaros
para o polen e néctar, tornando-os sua principal fonte de nutrientes (FONSECA et al., 1993).
Nesse periodo, a evolucgdo e diversificacdo das abelhas ocorreram com o surgimento de plantas
produtoras de sementes (fanerdgamas) e a propagacdo das angiospermas (ROUBIK, 1989;
RAVEN et al., 2001). Desse modo, esses insetos passaram por modificagdes morfofisioldgicas,
como o comprimento da lingua e o olfato especializado, para se adaptarem ao novo habito
alimentar, dependente de recursos florais (FONSECA et al., 1993; SILVEIRA et al., 2002).

Estudos arqueologicos revelam que o féssil de abelha mais antigo foi encontrado
conservado em ambar e contém a espécie primitiva Melittosphex burmensis, com idade
estimada de 100 milhGes de anos (POINAR-JR & DANFORTH, 2006). Em 1999, o féssil da
espécie Cretotrigona prisca, com idade estimada de 65 milhGes de anos, foi descoberto na
regido centro-atlantica dos Estados Unidos (ENGEL, 2000). Pertencente a tribo Meliponini,
essa espécie apresenta um comportamento eussocial, no qual as abelhas organizam-se em
colbnias com sobreposicao de geracdes, divisdo do trabalho e cuidado cooperativo com a prole.
A capacidade de formar col6nias permitiu 0 controle da temperatura interna nos espacos de
nidificacdo, possibilitando a sobrevivéncia das abelhas em locais com variagdes de temperatura
e favorecendo sua dispersdao em regifes de climas diversos (SILVEIRA et al., 2002).

Assim como vespas e formigas, as abelhas pertencem a ordem Hymenoptera. Cerca de
20.400 espécies de abelhas ja foram descritas, distribuidas em pelo menos nove familias
(SILVEIRA etal., 2002; ENGEL et al., 2020). As abelhas meliferas pertencem a familia Apidae
e entre suas subfamilias destacam-se: Euglossini (abelhas-das-orquideas), Bombinae
(abelhdes), Meliponinae (abelhas-sem-ferrdo) e Apinae (abelhas meliferas); sendo o género
Apis é o principal representante da subfamilia Apinae (ORR et al., 2021).

O género Apis possui dez espécies (A. andreniformis, A. binghami, A. cerana, A.
dorsata, A. florea, A. koschevnikovi, A. laboriosa, A. mellifera, A. nuluensis e A. nigrocincta).
Acredita-se que a origem geogréafica desse género seja asiatica, uma vez que nove das dez
espécies sdo encontradas no continente (ARIAS & SHEPPARD, 2005; TIHELKA et al., 2020).
Sugere-se que A. mellifera tenha evoluido a partir de sua espécie mais proxima, A. cerana, entre
6 e 25 milhdes de anos atras, expandindo-se para ocupar partes da Asia, Europa e Africa
(SHEPPARD & MEIXNER 2003; CRIDLAND et al.,, 2017). Posteriormente, com a
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colonizagdo de diferentes partes do mundo pelos europeus, varias linhagens de A. mellifera
foram transportadas, resultando na naturalizacdo de cruzamentos de multiplas linhagens
(SHEPPARD et al., 1999; CRIDLAND et al., 2017; ILYASOQV et al., 2020).

Devido a sua capacidade de se adaptar a praticamente todos os biomas habitaveis e a
diversas condicBes bioclimaticas, A. mellifera apresenta notavel plasticidade morfoldgica e
comportamental. Atualmente, foram descritas mais de 30 subespécies, e para distingui-las, é
necessario recorrer a analises morfométricas e moleculares (TIHELKA et al., 2020).

Estudos genéticos e analises morfométricas sugerem a existéncia de pelo menos quatro
linhagens evolutivas distintas em A. mellifera (WHITFIELD et al., 2006; CRIDLAND et al.,
2017): a Linhagem A (subespécies nativas da Africa), Linhagem M (oeste e norte da Europa),
Linhagem C (sul e leste da Europa) e Linhagem O (Caucaso). Nos Gltimos anos, com base em
dados moleculares, foram propostas duas novas linhagens: Linhagem Y (nordeste da Africa e
Oriente Médio) (FRANCK et al., 2001), e uma possivel sexta linhagem foi relatada na Siria e
no Libano (ALBURAKI et al., 2013).

A classificacdo das subespécies de A. mellifera tem implicacGes préaticas significativas
na apicultura, uma vez que essas subespécies (ou racas) diferem em varios aspectos
comportamentais e geneticos, como defensividade, tendéncia a enxameacéo, producao de mel
e resisténcia a doengas (TIHELKA et al., 2020).

Aspectos bioldgicos das abelhas meliferas

As coldnias de A. mellifera podem conter de 30 a 100 mil individuos (WINSTON,
1991), apresentando uma organizacdo social classificada como altamente eussocial; portanto,
ha divisdo das fungdes entre os individuos da coldnia, cuidados com a cria e sobreposigédo de
geracBes (COUTO & COUTO, 2006). A coldnia é composta por duas castas morfologicamente
distintas do sexo feminino (abelhas operarias e uma rainha) e pelos zangdes, os individuos
machos da colonia (Figura 1).

Assim como os demais insetos holometabolos, A. mellifera possui um ciclo de
desenvolvimento que passa pelas fases de ovo (fecundado ou ndo), larva, pré-pupa, pupa e 0
inseto adulto. O periodo de desenvolvimento do ovo até a emergéncia do inseto adulto difere
entre o sexo dos individuos e as castas femininas; sdo 24, 21 e 16 dias de desenvolvimento para

0s zangdes, operarias e rainhas, respectivamente (WINSTON, 1987).
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Zangao Rainha

Operaria

Figura 1. Individuos de uma col6nia de abelhas Apis mellifera.
Fonte: Arquivo pessoal (2023).

Os zang0es se desenvolvem a partir de ovos néo fertilizados; portanto, sdo individuos
haploides. A quantidade de machos na colmeia varia sazonalmente, dependendo da
disponibilidade de alimento e da época de acasalamento (TAUTZ, 2010). Sua funcdo €
exclusivamente reprodutiva, acasalando com as rainhas virgens em um evento chamado de voo
nupcial, morrendo logo apos a fecundacéo da rainha (TAUTZ, 2010; COSTA & OLIVEIRA,
2018).

A abelha rainha nasce de um ovo fertilizado, desenvolvido em uma célula especial
chamada célula real ou realeira. Durante toda a fase larval de desenvolvimento e vida adulta, a
rainha recebe grandes quantidades de geleia real, uma secre¢do produzida pelas glandulas
hipofaringeas e mandibulares das operarias denominadas nutrizes (DRAPEAU et al., 2006). A
rainha tem a funcéo de manter a ordem social liberando feromdnios na coldnia e realizando a
postura dos ovos apds 0 voo nupcial; durante o acasalamento, as rainhas podem copular com
diversos zangdes, sendo consideradas poliandricas (COUTO & COUTO, 2006).

Ap0s o voo nupcial, a rainha retorna a colmeia com os espermatozoides armazenados
em um 6rgdo especializado chamado espermateca. Durante a oviposicao, se a rainha fertilizar
0 6vulo com o espermatozoide, seré gerada uma fémea diploide. Caso o canal da espermateca
seja fechado, o 6vulo ndo é fertilizado, dando origem aos machos haploides. Nessa fase, a rainha
pode colocar até dois mil ovos por dia e s6 saird da colmeia novamente durante a divisdo da
colbnia por enxameacdo, um processo em que as abelhas procuram um novo local para
nidificacdo ou abandonam a colmeia (WINSTON, 1987).
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As abelhas operarias, durante a fase de desenvolvimento larval, recebem uma secrecéo
glandular semelhante a geleia real, porém menos rica em acgucares, chamada de geleia de
operaria. Posteriormente, recebem uma mistura dessa secrecao com mel e polen (HAYDAK,
1970). As operarias sdo facultativamente estéreis, mas na auséncia da rainha, podem ativar seus
ovérios e realizar a oviposicao de ovos ndo fertilizados, que originardo os machos (MALKA et
al., 2007).

As operarias sdo os individuos mais numerosos na coldnia e sdo responsaveis pelos
trabalhos na colmeia, incluindo limpeza, alimentacdo da rainha e das larvas, construcdo dos
favos, defesa da colmeia, coleta de recursos florais e 4gua (COUTO & COUTO, 2006). As
fungdes desempenhadas pelas operarias sdo atribuidas de acordo com a idade (Tabela 1), com
tarefas de maior complexidade a medida que envelhecem, em um processo chamado de
polietismo etario ou temporal (WINSTON, 1987; PAGE-JR & ROBINSON, 1991).

Tabela 1. Fungbes desenvolvidas por abelhas operarias (Apis mellifera) em funcéo da idade.

Idade Fase Funcdes
1 a5 dias Faxineira Limpeza do ninho e de abelhas recém-nascidas.
Alimentam as larvas em desenvolvimento e a rainha, nesta fase ja possuem
5a 10 dias Nutriz glandulas hipofaringeas e mandibulares bem desenvolvidas, produzindo

grande quantidade de geleia real.
Construgdo dos favos de cera, nesta fase apresentam glandulas cerigenas

11 a 20 dias Engenheira altamente desenvolvidas, também recebem e desidratam o néctar trazido
pelas abelhas campeiras.

18 a 21 dias Guarda Defesa e controle da temperatura interna da colmeia.

Apos 22 dias Campeira Coleta de néctar, pélen floral, resina e agua.

Fonte: Adaptado de Couto & Couto (2006).

Apos os 22 dias de idade, as operarias campeiras também podem ser denominadas
forrageiras (COUTO & COUTO, 2006). As abelhas meliferas séo consideradas generalistas,
explorando uma grande diversidade de flores em busca dos recursos florais, 0 que € uma tarefa
essencial para o desenvolvimento populacional das colonias (WINSTON, 1987; HUNG et al.,
2018). No entanto, as operarias nesta fase estdo suscetiveis a agentes contaminantes, podendo
visitar flores e coletar recursos contaminados com agrotédxicos; dessa forma, as campeiras
podem ser contaminadas com os residuos ou armazenar o alimento contaminado na colmeia
(IWASAKI & HOGENDOORN, 2021). Como consequéncia, 0 acimulo e a exposi¢ao aos
residuos de agrotoxicos podem provocar diversos efeitos subletais nas col6nias, que resultam
na reducdo da produtividade das colmeias, acimulo de substancias toxicas e morte das abelhas
(BELZUNCES et al., 2012; TOSI et al., 2022).
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Relevancia econdmica e ambiental das abelhas

O inicio da domesticacdo das abelhas meliferas é datado ha milénios, muito antes da
revolucdo agricola. Produtos apicolas como o mel e a cera ja eram utilizados pelos antigos
egipcios por volta de 2.600 a.C. (ROFFET-SALQUE et al., 2015), evidenciado pela presenca
de iconografia de abelhas egipcias que datam do Império Antigo (CRANE, 1999); ha ainda
registros em arte rupestre que indicam pessoas da Idade da Pedra colhendo mel em um contexto
pré-histérico do Holoceno (DAMS & DAMS, 1977).

A criacdo racional das abelhas do género Apis € denominada apicultura. Esta é uma das
atividades agropecuarias com grande potencial para gerar impactos sociais, econdmicos e
ambientais. A apicultura é economicamente rentavel, de facil manutencdo, ambientalmente
sustentavel e requer um investimento inicial reduzido, principalmente por ndo necessitar de
grandes &reas. No Brasil, é uma atividade desenvolvida principalmente por pequenos
produtores, geralmente inseridos em cooperativas e associa¢oes (KLOSOWSKI et al., 2020).

H& uma grande diversidade de produtos apicolas que podem ser explorados na
apicultura, como o mel, polen apicola, propolis, cera, geleia real e o veneno das abelhas
(apitoxina). No entanto, o mel ainda € o produto apicola destaque para a agropecuaria, com uma
producdo mundial estimada em 1.770.199 toneladas por ano (FAO, 2020).

Dentre os principais paises produtores de mel, a China lidera com a producéo de 458.100
toneladas em 2020, equivalente a quase 26% da producdo mundial de mel. O pais possui baixo
custo de producdo, sendo as cooperativas o seu principal modelo produtivo, existindo ainda
grandes empresas encarregadas da compra de mel de apicultores individuais, fazendo o mel
chinés um dos mais baratos do mundo (KLOSOWSKI et al., 2020). Seguindo o ranking de
producdo mundial de mel, a Turquia é o segundo maior produtor, com 104.077 toneladas em
2020; uma das principais caracteristicas do pais é o forte apoio dos 6rgdos publicos, que
concedem créditos e subsidios aos apicultores (KLOSOWSKI et al., 2020). Apds a China e a
Turquia, o Ird (79.955 t), Argentina (74.403 t) e Ucrania (68.028 t) seguem com as maiores
producdes mundiais (FAO, 2020).

O Brasil atualmente é o décimo maior produtor de mel, com uma producdo anual
estimada em mais de 55 mil toneladas no ano de 2021, e um valor estimado de R$ 854.416.000,
sendo a regido Sul do pais o principal produtor (IBGE, 2021). No entanto, 0 consumo brasileiro
de mel ainda é muito baixo, sendo parte da producdo brasileira exportada. Segundo dados da
Associacdo Brasileira dos Exportadores de Mel, em 2021, quase 85% da producéo brasileira

foi exportada (aproximadamente 47.190 t); os principais destinos de exportacdo foram os
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Estados Unidos (71%), Alemanha (13%) e Canada (6%); somente no primeiro trimestre de
2022, mais de 8 mil toneladas ja foram exportadas (ABEMEL, 2022).

Além da producao de mel e dos demais produtos apicolas, as abelhas sdo essenciais para
0 servi¢o ecossistémico de polinizacdo (KLEIN et al., 2007). A polinizacdo é o processo de
transferéncia dos grdos de podlen (contendo os gametas masculinos) para as estruturas
reprodutivas femininas das flores, sendo uma etapa indispensavel para que a fecundagéo e
reproducédo eficiente das plantas ocorra. Agentes abidticos como 0 vento e a agua podem
realizar a polinizacdo de diversas espécies; no entanto, cerca de 90% das plantas com flores sdo
dependentes da polinizagcdo mediada pelos animais (OLLERTON et al., 2011).

As abelhas constituem o principal grupo de polinizadores bidticos. Esses insetos
melhoram os resultados reprodutivos da maioria das angiospermas, auxiliam na manutencéo da
flora silvestre (OLLERTON, 2017; DAINESE et al., 2019), e contribuem para o rendimento da
maioria das frutas, visto que a polinizacdo realizada por abelhas proporciona uma maior
quantidade e melhor qualidade dos frutos, aumenta a taxa de frutos melhores formados, maior
vida util e, consequentemente, maior valor comercial (KLEIN et al., 2007; POTTS et al., 2010;
WINFREE et al., 2011; KLATT et al., 2014; BERNAUER et al., 2022).

Estima-se que as abelhas polinizem 75% de todas as plantagdes agricolas; em fungéo
disso, 33% da alimentagdo humana depende do servigo de polinizacdo realizado pelas abelhas
(KLEIN et al., 2007; HUNG et al., 2018). Globalmente, os servicos de polinizacdo fornecidos
por polinizadores animais aos cultivos agricolas sao avaliados em mais de US$ 200 bilh&es por
ano (PORTO et al., 2020; BERNAUER et al., 2022). No Brasil, os valores se aproximam a 12
bilhGes de dolares, 0 que representa a renda total das culturas dependentes desses polinizadores
(GIANNINI et al., 2015).

A abelha melifera (A. mellifera) é a espécie mais importante para a polinizacdo de
culturas agricolas. Com ocorréncia em uma grande diversidade de areas geogréaficas, a espéecie
é reconhecidamente um polinizador de alto valor econémico (HUNG et al., 2018). Devido as
suas caracteristicas generalistas, elas fornecem os servicos de polinizagdo para uma ampla
diversidade de culturas agricolas e geram valor por meio da comercializacdo dos produtos
apicolas, uma vez que podem ser manejadas (KLEIN et al., 2007). Na apicultura migratoria,
por exemplo, as colmeias sdo transportadas para diferentes areas visando atender a demanda de
polinizacdo de grandes cultivos agricolas; como, por exemplo, nos EUA, onde as colmeias s&o
transportadas em escala continental por varios estados para polinizar uma variedade de
monoculturas, como mirtilos, cranberries, améndoas e frutos citricos (MARTINEZ-LOPEZ et
al., 2022).
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No Brasil, as abelhas meliferas africanizadas exibem relevancia na polinizacdo de
diversas culturas agricolas, como o meldo, macd, pera, café, canola, caju, citros, girassol e
algoddo (KLEIN et al., 2020); e mesmo em cultivos que nao necessitam da polinizacao biotica,
as abelhas podem aumentar significativamente a producdo da cultura, como ocorre com a soja
(CHIARI et al., 2008; LEVERSON et al., 2022).

Apesar do papel fundamental que os polinizadores desempenham nos ecossistemas
naturais e na producdo de alimentos, atualmente esses insetos enfrentam crescentes estressores
ambientais, incluindo a intensificacdo agricola, alteracdo e fragmentacdo de habitat, pragas e
doencas, estresse nutricional, mudancas climaticas, espécies invasoras e 0 uso indiscriminado
de agrotoxicos (VANBERGEN et al., 2013; GOULSON et al., 2015; POTTS et al., 2016;
PARRENO et al., 2021).

Estudos recentes mostraram que os fatores de estresse nao atuam isoladamente, mas sim
sinergicamente (SIVITER et al., 2021), e que suas interacdes podem ser dificeis de prever; por
exemplo, tanto a exposicdo aos agrotdxicos quanto o estresse alimentar causado pela baixa
diversidade de recursos florais podem alterar a resposta imune, tornando as abelhas mais
suscetiveis as doencas (MARTINEZ-LOPEZ et al., 2022). Devido a esses estressores, 0s
servicos de polinizacdo prestados pelas abelhas vém diminuindo ao longo do tempo; estudos
recentes mostraram que a demanda por abelhas polinizadoras aumentou, enquanto a capacidade
de oferta de servicos de polinizacdo diminuiu em todo o mundo (PARRENO et al., 2021;
MASHILINGI et al., 2022).

Apis mellifera africanizada

A introducéo de A. mellifera no Brasil ocorreu em 1839, quando coldnias de abelhas A.
mellifera de racas europeias foram trazidas de Portugal para o Rio de Janeiro, pelo padre
Antonio Carneiro Aureliano (COUTO & COUTO, 2006). Posteriormente, em 1845, imigrantes
da Alemanha trouxeram a subespécie A. mellifera mellifera, dando inicio a producdo apicola
no Sul do Brasil. Sucessivamente, outras subespécies de origem europeia também foram
introduzidas junto ao processo de imigracdo que ocorria no Brasil (WINSTON, 1992).

Em 1950, uma série de pragas e doencas causava perdas das colbnias, além da baixa
produtividade das colmeias. Diante desse cenario, o cientista Dr. Warwick Estevam Kerr trouxe
abelhas de subespécies africanas (ex. A. mellifera scutellata) para o pais, visando o
melhoramento genético das abelhas de subespécies europeias, devido a linhagem africana ser
considerada mais produtiva e resistente a doencas quando comparada as europeias (KERR,
1967; RAMOS & CARVALHO, 2007). Ao decorrer dos estudos genéticos, um acidente no
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apiario experimental onde essas abelhas eram mantidas fez com que cerca de 26 enxames
escapassem para areas naturais; esse imprevisto experimental deu origem ao processo chamado
de africanizacdo (KERR, 1967; WINSTON, 1987).

Possivelmente a africanizacgéo de A. mellifera ocorreu devido aos zangdes da subespécie
africana acasalarem com as rainhas virgens de origem europeia presentes em areas naturais
(SPIVAK et al., 1991). Esse cruzamento entre subespécies africanas e europeias deu origem ao
polihibrido A. mellifera africanizada, expressando caracteristicas predominantes das abelhas
africanas, como rusticidade, maior tendéncia a enxameacdo e a caracteristica de percorrer
maiores distancias quando comparadas com as subespécies europeias, 0 que permitiu rapida
adaptacédo e expansédo pelo continente americano (WINSTON, 1987; WINSTON, 1992; KIM
& OGURO, 1999).

Ainda que as abelhas africanizadas fossem mais produtivas e resistentes as doencas, 0S
apicultores brasileiros ainda ndo estavam adaptados a suas caracteristicas, principalmente
devido ao seu comportamento altamente defensivo (causando acidentes em humanos e criacfes
de animais), tendéncia a pilhagem e dificuldade em manter as col6nias. A medida que novas
informacdes sobre a biologia e técnicas de manejo dessas abelhas foram ampliadas, a apicultura
brasileira foi se expandindo (WINSTON, 1987; WINSTON, 1992).

Apesar das dificuldades de manejo iniciais com as abelhas africanizadas, a producéo
apicola brasileira obteve significativa melhoria, principalmente na producdo de mel
(WINSTON, 1987; WINSTON, 1992; MORAIS et al., 2012). Antes da introducéo das abelhas
africanas, a producao brasileira era de 8.000 toneladas por ano (1971) e ap6s o0 processo de
africanizacdo, a producdo de mel saltou para 35.000 t/ano (1992). Atualmente, o Brasil ja
ultrapassa 55 mil toneladas de mel produzidas por ano (2021) (IBGE, 2021).

Agrotoxicos: inseticidas e seus impactos em abelhas

Durante a Gltima metade do século XIX, o crescimento da economia mundial levou ao
aumento progressivo da geracao e utilizacdo de produtos quimicos na agricultura (SHARMA
etal., 2019). Devido as mudancas nas praticas agricolas e a agricultura cada vez mais intensiva,
0 uso de agrotdxicos em todo 0 mundo tem aumentado nas Ultimas décadas. No entanto, essa
pratica tem gerado debates e preocupacgdes globais, uma vez que 0 uso massivo e indiscriminado
desses produtos traz impactos negativos para o0 ambiente e a saude humana (SHARMA et al.,
2019; GARCIA et al., 2022).

De acordo com a Lei Federal brasileira n° 7.802/89, os agrotdxicos ou pesticidas sdo

definidos como produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao
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uso nos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também
em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicédo da flora
e da fauna, a fim de preserva-la da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como
substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
do crescimento (BRASIL, 1989).

A Organizacao Mundial da Saude agrupa os agrotoxicos de acordo com sua finalidade,
sendo classificados principalmente em: acaricidas, bactericidas, fungicidas, herbicidas,
nematicidas, rodenticidas, moluscicidas e inseticidas (WHO, 2020). Projetados para atingir
insetos pragas, os inseticidas também podem afetar organismos ndo intencionais, e entre esses,
as abelhas sdo insetos com relevancia agroambiental e econémica que podem ser criticamente
prejudicados (BELZUNCES et al., 2012).

Em virtude do seu uso generalizado e incorreto, os agrotoxicos podem afetar cultivos
préximos aos locais de aplicacdo (LINHART et al., 2019), contaminar &reas naturais ou de
conservacao (ZALLER et al., 2022), corpos d'agua (STEHLE & SCHULZ, 2015), bem como
plantas e animais ndo alvos, assim como vem ocorrendo com as abelhas (TANG et al., 2021;
IWASAKI & HOGENDOORN, 2021; CECH et al., 2023).

No que diz respeito a forma como as abelhas sdo contaminadas, as exposi¢cdes podem
ocorrer por ingestdo ou via topica (RORTAIS et al., 2017). A exposi¢éo via topica geralmente
é rapida e aguda, ocorrendo quando os agrotdxicos entram em contato com as abelhas (através
do tegumento) devido a aplicagéo foliar, pulverizacao ou pela poeira das sementes tratadas com
agrotoxicos em rotas de forrageamento ou areas de nidificacdo das abelhas (FAIRBROTHER
et al., 2014; IWASAKI & HOGENDOORN, 2021). Por outro lado, a exposi¢do por ingestdo
pode ser continua e prolongada, em razdo de diversos agrotoxicos serem absorvidos pelas
plantas, podendo atingir o néctar e o polen por conducdo da seiva (GOULSON, 2013). Esses
recursos florais contaminados podem ser coletados pelas abelhas e armazenados e consumidos
pelos demais individuos da col6nia (RORTAIS et al., 2017).

A depender da dosagem ingerida ou que entra em contato topicamente com as abelhas,
0s agrotoxicos podem gerar efeitos agudos (letais) ou cronicos (subletais) nesses insetos
(RORTAIS etal., 2017). Um efeito letal € definido como aquele que causa a morte do individuo,
sendo a dose estimada que causa a morte de mais de 50% de uma populacéo testada em um
determinado periodo de exposi¢do denominada de Dose Letal - DLsg (TOSI et al., 2022); os
agrotoxicos que apresentam DLsg inferior a 2 ug por abelha sdo classificados como
extremamente toxicos para A. mellifera (JOHANSEN & MAYER, 1990).
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Ja um efeito subletal é aquele que ndo causa a morte do individuo instantaneamente,
mas sim efeitos que podem diminuir a sobrevivéncia e o crescimento das coldnias a longo prazo,
com consequéncias mais amplas e sutis em nivel de col6nia, podendo reduzir a eficiéncia de
forrageamento das abelhas, desencadeando o declinio na producdo de crias e enfraguecimento
e morte da colonia (DESNEUX et al., 2007; BELZUNCES et al., 2012; TOSI et al., 2022).

Os inseticidas afetam diversos mecanismos de cogni¢do, comportamento e funcdes
fisioldgicas das abelhas (EL-HASSANI et al., 2005; ROAT etal., 2014; ZALUSKI et al., 2015),
como no processo de aprendizagem e memoria, influenciando a forma como as abelhas
respondem as exigéncias da colbnia; o olfato e a gustacdo das abelhas podem ser afetados,
sendo importantes na detec¢do e reconhecimento de aromas e sabores necessarios para que a
abelha associe flores a producéo de néctar, reconheca individuos estranhos a colmeia e recrute
campeiras; o forrageamento dos recursos alimentares também pode ser afetado, gerando
deficiéncia nutricional tanto em nivel individual quanto da col6nia; e eventos fisiol6gicos como
a termorregulagédo e contragdo muscular, afetando o controle da temperatura corporal e da
colbnia, assim como 0s mecanismos de comunica¢do, movimentacdo e digestdo das abelhas
(BELZUNCES et al., 2012; TOSI et al., 2022).

Os inseticidas sisttmicos neurotdxicos vém ganhando maior atencdo nos debates
cientificos relacionados a sua capacidade de ocasionar efeitos nocivos em abelhas. Esses
inseticidas podem ser classificados em relagdo aos grupos quimicos a que pertencem, sendo as
principais familias dos organofosforados, carbamatos, piretroides, neonicotinoides e
fenilpirazois (BELZUNCES et al., 2012). Os fenilpirazois, dos quais o fipronil é o principal
representante, pertencem ao grupo de inseticidas bloqueadores dos canais de cloro mediados
pelo neurotransmissor GABA (&cido gama-aminobutirico) (GUNASEKARA et al., 2007;
SINGH et al., 2021).

O inseticida fipronil e seu efeito em abelhas

@) fipronil [(RS)-5-amino-1-(2,6-dicloro-a,a,a-trifluoro-p-tolil)-4-
trifluorometilsulfonilpirazol-3-carbonitrila] € um inseticida sistémico de amplo espectro,
sintetizado pela Rhéne Poulenc Ag Company em 1987 e registrado pela primeira vez nos EUA
(LIetal., 2020; SINGH et al., 2021). Este inseticida atua como bloqueador ndo competitivo do
receptor de acido gama-aminobutirico no sistema nervoso central dos insetos (Figura 2),
afetando os canais de cloreto dependentes de glutamato, o que causa atividade descontrolada
do sistema nervoso central, hiperexcitacdo, convulsbes, paralisia e morte dos insetos
(GUNASEKARA et al., 2007).
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Figura 2. Mecanismo de acao do inseticida fipronil em insetos.
Fonte: Adaptado de Bloomquist (2015).

O fipronil é um dos agrotoxicos mais utilizados no mundo, devido a sua alta eficacia
contra os insetos pragas (TINGLE et al., 2003; WRIGHT, 2013; LI et al., 2020; SINGH et al.,
2021), sendo utilizado em diversas culturas agricolas, como soja, milho, cana-de-agUcar, arroz,
feijdo, trigo, batata, algoddo, girassol e pastagens (LI et al., 2020; ANVISA, 2022). No
ambiente, o fipronil pode ser degradado através dos processos de hidrolise, fotdlise e oxidagao,
podendo ser convertido nos metabolitos fipronil-sulfona, fipronil-sulfeto, fipronil-amida e
fipronil-desulfinil (BOBE et al., 1998). Com sua meia-vida podendo variar entre 36 horas e sete
meses, dependendo de fatores como umidade do solo, pH, teor de matéria orgéanica,
temperatura, intensidade da luz solar e popula¢do microbiana (SINGH et al., 2021).

No Brasil, o fipronil é classificado como altamente toxico (classe Il) segundo a
Classificacdo Toxicoldgica da ANVISA e avaliado como muito perigoso ao ambiente (classe
I1) de acordo com a Classificacdo Ambiental do IBAMA (ANVISA, 2022). A Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos classifica o fipronil como possivel carcindgeno
humano (USEPA, 2018), e seu uso e venda ja foram proibidos em 36 paises, incluindo 27 paises
da Unido Europeia (GONCALVES et al., 2022). Na China, as formulacbes de pesticidas
contendo fipronil foram totalmente proibidas para cultivos agricolas desde 2009, exceto para
uso em higiene e tratamento de sementes (LI et al., 2020).

Esse inseticida € extremamente prejudicial para as abelhas, provocando diversas

alteragdes comportamentais, fisiologicas e genéticas (Tabela 2). Baixas doses de fipronil podem



23

causar alteragdes no padrdo de expressdo de proteinas envolvidas na suscetibilidade a
patdgenos, estresse quimico neuronal, problemas visuais, danos a formacdo de sinapses e
degeneracdo cerebral, que podem resultar em comprometimento da memoria e aprendizado
(ROAT et al., 2014); também podendo inibir a bioenergética mitocondrial, resultando em
deplecéo de ATP (NICODEMO et al., 2014).

O fipronil prejudica habilidades cognitivas, dificultando a percepcdo de odores,
aprendizagem e memdria das abelhas (EL-HASSANI et al., 2005; ALIOUANE et al., 2009),
bem como a capacidade locomotora é diminuida (ZALUSKI et al., 2015; ROAT et al., 2017;
BOVIletal., 2018). O sistema imunoldgico também pode ser afetado pelo fipronil, com aumento
da suscetibilidade a patégenos, reducdo da area de cria e deficiéncia no desenvolvimento das
larvas (ZALUSKI et al., 2015; BOVI et al., 2018); e quando associados a patdgenos, como no
caso de Nosema ceranae, o fipronil pode aumentar em 45% a taxa de mortalidade das abelhas
contaminadas (AUFAUVRE et al., 2012).



Tabela 2. Levantamento dos efeitos do inseticida fipronil em abelhas eussociais.
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Espécie Casta/Fase Intoxicacdo D 9 € Dosagem Efeitos Fonte
eXposicao

Apis mellifera Operarias/campeiras ~ Tépica 15 minutos 0,5 ng/abelha Reducdo da aprendizagem e memoéria. aBIE(F;BI(')Aé[))OU o

Apis mellifera Operarias Tépica 1 hora 1ng Reducdo da resposta de extensao da probdscide (PER). EILizH(%%SANI o

Apis mellifera - . - x . BOVI et al.

africanizada Operéarias/campeiras  Topica ledhoras 0,000016 pg/abelha Reducdo da capacidade motora. (2018)

Apis mellifera Operérias Topica 3 horas 0,5ng Reducéo da aprendizagem e meméria olfativa. EILig(gg?ANI e

Apis mellifera - . - x . LUNARDI et al.

africanizada Operérias/campeiras  Topica 4 horas 0,0000108 pug/abelha Redugdo da capacidade motora. (2017)
Reducéo da capacidade motora; letargia; hiperexcitagdo; MORAIS et al

Melipona scutellaris Operarias Tépica 24 horas 0,0040 ng ia/abelha  paralisia; mudanca no padrdo de dispersdo da (2018) ’
heterocromatina.

Apis mellifera Operérias/engenheiras Topica 11 dias 0,01 ng/abelha Incapacidade de diferenciacdo de odores. ';L(I%(;QNE et

Apis mellifera Overarias/campeiras ~ Tépica 11 dias 8ug L Reducdo na eclodibilidade dos ovos; redugdo da area de ZALUSKI et al.

africanizada P P P HY cria; letargia; reducdo do comportamento defensivo. (2015)

Apis mellifera - . x x . BOVI et al.

africanizada Operérias/campeiras  Ingestdo le4horas 0,0004 pg/abelha Reducéo da capacidade motora. (2018)

Apis mellifera - . x x . LUNARDI et al.

africanizada Operarias/campeiras  Ingestéo 4 horas 0,0001056 pg/abelha Reducéo da capacidade motora. (2017)

Apis mellifera - . x x . ZALUSKI et al.

africanizada Operérias/campeiras  Ingestdo 4 horas 0,0004 pg/abelha Reducéo da capacidade motora. (2015)
AlteracBes morfoldgicas no intestino médio das abelhas; FARDER-

Partamona helleri Operarias Ingestéo 24 horas 0,28 ng ia/pL morte celular apopt6tica; comprometimento da GOMES et al.
regeneragdo epitelial do intestino médio. (2021)
Reducdo da capacidade motora; estresse oxidativo; FARDER-

Partamona helleri Operérias Ingestéo 24 horas 0,28 ng ia/pL! alteracdo de enzimas de desintoxicacdo; morte celular GOMES et al.
apoptdtica; comprometimento da funcio cerebral. (2021)
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Espécie Casta/Fase Intoxicacédo UGIIZ9 9e Dosagem Efeitos Fonte
exposicao
Melipona scutellaris Operéarias/campeiras  Ingestéo 48 horas 0,005 ng ia/pL Tremores e paralisia. ;o(t;gle;u;o .
Melipona scutellaris Operarias/campeiras  Ingestdo 48 horas 0,01 ng ia/uL Tremores e paralisia. ;o(t;gle;lgo e
Ap!s m_elllfera Operérias/campeiras  Ingestdo 3 dias 0,01 ng/abelha Reducdo da atividade neural; alteracdo das células ROAT etal.
africanizada Kenyon presentes nos corpos de cogumelos. (2013)
Alteracdo de proteinas relacionadas a suscetibilidade aos
patdgenos; estresse quimico neuronal; dobramento
Apis mellifera - . x . . incorreto de proteinas neuronais; apoptose; deficiéncia ROAT etal.
africanizada Operarias/campeiras  Ingestdo 5 dias 10 pg/dia visual; formacdo de sinapses danificadas; degeneracdo (2014)
cerebral; reducdo da memoria; deficiéncia no
aprendizado.
Apis mellifera - . x . Reducdo no  desenvolvimento das  glandulas ZALUSKI et al.
africanizada Operarias/nutrizes Ingestao 6 dias 2.5 ppb mandibulares e hipofaringeas. (2017)
Reducdo na expressdo das principais proteinas da geleia
real; reducdo de proteinas associadas ao metabolismo de
Apis mellifera Overarias/nutrizes Ingestio 6 dias 25 pob carboidratos e sintese energética, sistema antioxidante, ZALUSKI etal.
africanizada P g > PP desintoxicacdo, biossintese, metabolismo de (2020)
aminodcidos, transcricdo e traducdo, dobramento e
ligacéo de proteinas, olfato, aprendizado e memdria.
Apis mellifera - . « . . Alteracdo em enzimas reguladoras da transmissdo neural ROAT et al.
africanizada Operarias/campeiras  Ingestdo 8 dias 0,01 ng ia/abelha e metabolismo de xenobidticos; estresse oxidativo. (2016)
Reducdo da fertilidade dos zangdes; diminuicdo na KAIRO et al
Apis mellifera Zangdes Ingestéo 20 dias 0,1 pg L! quantidade de espermatozoides produzidos; aumento da (2017) '

mortalidade de espermatozoides.




26

Estudos de expressao génica em abelhas

Embora os estudos que avaliem os efeitos comportamentais e fisiologicos das abelhas
infectadas com agrotdxicos sejam de extrema relevancia, as abordagens de genética molecular
tornaram-se ferramentas importantes para detectar estressores prejudiciais que geralmente nao
séo detectados em experimentos focados na fisiologia e comportamento das abelhas (COSTA
etal., 2022).

As abelhas interagem com diversos fatores ambientais bidticos e abidticos, e essas
interacOes podem influenciar em seus perfis gendmicos, transcriptdmicos e metagendémicos. As
abordagens genémicas e os avangos nas tecnologias de sequenciamento de préxima geracao
(NGS - Next-Generation Sequencing) fornecem ferramentas eficientes para entender
minuciosamente o declinio das populacdes de abelhas (LOZIER & ZAYED, 2017;
DOGANTZIS & ZAYED, 2019; GROZINGER & ZAYED, 2020).

Estudos transcriptomicos usando NGS tém sido fundamentais para caracterizar os
mecanismos moleculares e fisioldgicos pelos quais as abelhas respondem a diversos estressores,
ja que a exposicdo a um estressor desencadeia uma resposta transcricional especifica na abelha
(GROZINGER & ZAYED, 2020). Essas alteracGes transcricionais afetam varios genes-chave
associados a neurotoxicidade, formacdo de memoria, respostas ao estresse, metabolismo e
expectativa de vida das abelhas (FENT et al., 2020; MIOTELO et al., 2022).

As mudancas nos padrdes de expressao génica tém sido utilizadas em diversos estudos,
investigando os efeitos de parasitas nas abelhas (ZANNI et al., 2017), infeccBes virais
(BRUTSCHER et al., 2017), estresse nutricional (CORBY-HARRIS et al., 2014), influéncia da
dieta na resposta aos estressores ambientais (COSTA et al., 2022), efeito da suplementacéo
mineral na expressdo de genes (CAMILLI et al., 2022), o uso da genébmica para reconstruir
relacdes evolutivas entre ordens, familias, géneros e espécies de abelhas (BOSSERT et al.,
2019), e estudos transcriptdmicos avaliando o efeito de inseticidas neurotdxicos no perfil de
expressdo génica do cérebro das abelhas (LI et al., 2019; GAO et al., 2022).

O cérebro ou ganglio cerebral das abelhas é formado por trés principais massas
ganglionares: o protocérebro, a maior e mais complexa regido do érgdo, esta associado ao
processamento de informagdes visuais e integracdo de informacdes dos lobos 6pticos e antenais;
0 deutocérebro, que é formado pelos lobos antenais e 0s ax6nios motores e sensoriais das
antenas, esté associado ao processamento quimiossensorial; e o tritocérebro, a menor regido do
cérebro, responsavel pelo controle das pegas bucais e da percepgdo gustativa (AZEVEDO &
NOCELLI, 2020; AZEVEDO et al., 2022).
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Considerando que o cérebro das abelhas é o 6rgdo alvo da acdo dos inseticidas
neurotdxicos, os sistemas cerebrais podem ser facilmente interrompidos por esses agrotoxicos
(LI et al., 2019). Assim, ferramentas modernas, como analises de genética molecular, podem
ser utilizadas para avaliar com maior precisao os danos causados por esses inseticidas as abelhas
(AZEVEDO et al., 2022).

OBJETIVOS GERAIS

Diante das informacdes trazidas na secdo anterior, 0 objetivo geral deste estudo foi
investigar o efeito da contaminacdo por ingestdo e via topica com doses letais e subletais do
inseticida fipronil, ap6s dois periodos de exposi¢cdo aguda, no perfil de expressdo génica do

tecido cerebral de A. mellifera africanizadas em fase de campeiras.

De acordo com as normas do Programa de P6s-Graduacdo em Zootecnia, o Capitulo 11,
intitulado “A ingestdo do inseticida fipronil altera a expressdo génica em Apis mellifera
africanizadas”, estd apresentado de acordo com as normas de publicagdo do periddico
Apidologie (ISSN: 0044-8435); o Capitulo III, intitulado “Respostas transcriptomicas em
abelhas africanizadas (Apis mellifera) ap0s exposicdo tdpica ao inseticida fipronil”, esta
apresentado de acordo com as normas de publicacdo do periodico Journal of Apicultural
Research (ISSN: 2078-6913).
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A INGESTAO DO INSETICIDA FIPRONIL ALTERA A EXPRESSAO GENICA EM
Apis mellifera AFRICANIZADAS

RESUMO

As abelhas sdo polinizadores eficientes de diversas plantas, no entanto, podem consumir
recursos florais contaminados com agrotoxicos durante o forrageamento. O objetivo deste
estudo foi verificar a influéncia da ingestdo da dose letal e subletal do inseticida fipronil ap6s
dois periodos de exposicdo aguda no perfil da expressdo génica de abelhas Apis mellifera
africanizadas na fase de campeiras. As abelhas receberam xarope de mel contaminado com o
inseticida fipronil. Foram testadas duas dosagens (DLso = 0,19 ug/abelha; DSub = 0,0019
pg/abelha) e dois periodos de exposi¢ao (uma e quatro horas). Apds a exposi¢ao, o consumo de
xarope por abelha foi mensurado, e o tecido cerebral das abelhas foi utilizado para anélise do
transcriptoma. Apds uma hora de exposi¢cdo, houve resposta genética intensa ao estresse,
possivelmente devido a ativacdo rapida do sistema imunoldgico. Ap6s quatro horas, alguns
genes possivelmente retornaram aos niveis normais, resultando em redugdo na expressdo
diferencial. A andlise genética mostrou que o fipronil afetou diversas vias metabdlicas, de
transporte e de regulacdo celular, incluindo vias dos ribossomos e canais i6nicos. Genes
relacionados ao desenvolvimento, adesdo celular, metabolismo e transporte celular
apresentaram reducdo na expressdo, enquanto genes de desintoxicacdo e deteccdo de
substancias foram suprarregulados. A supressdo significativa de genes da familia OBP
(Olfactory Binding Protein) pode levar as abelhas em fase de campeiras a comportamentos
desorientados e reducgdo na eficiéncia de forrageamento. Os achados deste estudo ressaltam os
impactos dos inseticidas no nivel genético das abelhas e enfatizam a necessidade de estratégias
de protecéo desses polinizadores.

Palavras-chave: abelhas campeiras; transcriptoma; DEGs; desintoxicagéo; OBP.
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THE INGESTION OF THE INSECTICIDE FIPRONIL ALTERS GENE
EXPRESSION IN Apis mellifera AFRICANIZED

ABSTRACT

Bees are efficient pollinators of various plants; however, they can consume floral resources
contaminated with pesticides during foraging. The aim of this study was to investigate the
influence of ingesting lethal and sublethal doses of the insecticide fipronil after two periods of
acute exposure, on the gene expression profile of bees Apis mellifera Africanized in the foraging
phase. The bees were fed with fipronil-contaminated honey syrup. Two doses (LDso = 0.19
ug/bee; SD =0.0019 pg/bee) and two exposure periods (one and four hours) were tested. After
exposure, the syrup consumption per bee was measured, and the bees' brain tissue was used for
transcriptome analysis. After one hour of exposure, there was an intense genetic response to
stress, possibly due to rapid activation of the immune system. After four hours, some genes
likely returned to normal levels, resulting in a reduction in differential expression. The genetic
analysis revealed that fipronil affected various metabolic, transport, and cellular regulation
pathways, including ribosome pathways and ion channel regulation. Genes related to
development, cellular adhesion, metabolism, and transport showed reduced expression, while
detoxification and substance detection genes were upregulated. The significant suppression of
OBP (Olfactory Binding Protein) gene family can lead foraging bees to disoriented behavior
and reduced foraging efficiency. These findings highlight the impacts of insecticides on the
genetic level of bees and emphasize the need for protection strategies for these pollinators.

Keywords: foraging bees; transcriptome; DEGs; detoxification; OBP.
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INTRODUCAO

Devido as transformacdes nas préaticas agricolas e ao crescente aumento da
intensificacdo da agricultura, o uso de agrotdxicos tem apresentado um aumento
significativo em todo o mundo nas Gltimas décadas (Tudi et al. 2021). No entanto, essa
pratica tem suscitado debates e preocupacGes em nivel global, visto que a utilizagdo
indiscriminada e em grande escala desses produtos gera impactos negativos tanto para o
meio ambiente quanto para a salde humana (Bonmatin et al. 2015; Sharma et al. 2019;
Garcia et al. 2022). Devido ao uso generalizado e incorreto dos agrotoxicos, estes podem
afetar areas proximas aos locais de aplicacdo, resultando na contaminacdo de areas
naturais e de conservacgdo (Zaller et al. 2022), corpos d'agua (Stehle e Schulz 2015), bem
como plantas e animais néo alvos, como tem ocorrido com as abelhas (Cech et al. 2023).

No que diz respeito a forma como as abelhas sdo contaminadas, as exposicdes
podem ocorrer por ingestdo ou via topica. Na exposicdo por ingestdo, as abelhas sdo
expostas ao agrotoxico pelo consumo do alimento contaminado (néctar, pélen ou &gua)
(Rortais et al. 2017). Este tipo de exposicdo pode ser continua e prolongada, devido a
diversos agrotoxicos serem absorvidos pelas plantas, atingindo o néctar e o polen por
conducdo da seiva (Goulson 2013), assim, quando esses recursos florais séo coletados
pelas abelhas, podem ser armazenados e consumidos pelos demais individuos da colénia
em doses subletais, acarretando em impactos negativos sobre as abelhas (Rortais et al.
2017).

Entre esses agrotdxicos, o fipronil [(RS)-5-amino-1-(2,6-dichloro-a,a,a-trifluoro-
p-tolyl)-4-trifluoro methylsulfinylpyrazole-3-carbonitrile] € um inseticida sistémico de
amplo espectro responsavel pela contaminagdo de recursos florais e diversos produtos
apicolas (Bonmatin et al. 2015; Singh et al. 2021). Este inseticida atua como blogqueador
ndo competitivo do receptor de acido gama-aminobutirico no sistema nervoso central dos
insetos, afetando os canais de cloreto dependentes de glutamato, causando atividade
descontrolada do sistema nervoso central, hiperexcitacdo, convulsdes, paralisia e morte
dos insetos (Gunasekara et al. 2007; Gongalves et al. 2022).

Diversas pesquisas evidenciam os efeitos prejudiciais causados pelo fipronil em
abelhas Apis mellifera, resultando em alteracbes no comportamento, locomocéo,
habilidades cognitivas, aprendizagem e memdria das abelhas (Pisa et al. 2015; Zaluski et
al. 2015; Roat et al. 2017; Bovi et al. 2018). Embora estudos que avaliem efeitos
comportamentais e fisioldgicos em abelhas expostas aos agrotoxicos sejam de extrema

relevancia, as abordagens de genética molecular tém se mostrado uma ferramenta
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importante para detectar estressores prejudiciais que geralmente ndo sao identificados em
experimentos focados na fisiologia e comportamento das abelhas (Costa et al. 2022).

A andlise dos padrbes de expressdo génica tem sido empregada em varias
pesquisas, investigando os efeitos de parasitas nas abelhas (Zanni et al. 2017), estresse
nutricional (Corby-Harris et al. 2014), efeito da suplementacdo mineral na expressao de
genes (Camilli et al. 2022), bem como estudos transcriptdmicos que avaliam o efeito de
inseticidas no perfil de expressdo génica do cérebro de abelhas contaminadas (Li et al.
2019; Gao et al. 2022; Astolfi et al. 2022). Considerando que o cérebro das abelhas é o
principal 6rgdo afetado pelos inseticidas neurotdxicos, 0s sistemas cerebrais podem ser
facilmente perturbados por esses agrotoxicos (Li et al. 2019). Portanto, técnicas
avancadas, como analises de genética molecular, podem ser empregadas para avaliar com
maior precisao os danos causados por esses inseticidas nas abelhas (Azevedo e Nocelli
2022).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi verificar a influéncia da ingestdo da dose
letal e subletal do inseticida fipronil ap6s dois periodos de exposi¢do aguda no perfil de
expressdo génica do tecido cerebral de abelhas A. mellifera africanizadas na fase de

campeiras.

MATERIAL E METODOS
Local de estudo

Foram utilizadas colmeias de abelhas meliferas africanizadas (A. mellifera)
mantidas no apiario experimental da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" (FMVZ - UNESP), Botucatu,
Sdo Paulo, Brasil (22° 50' 28" S, 48° 25' 43" O, elevagdo de 726 m). A utilizacdo das
abelhas no estudo foi previamente aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUA/FMVZ/UNESP), registrado sob o protocolo n°® 0006/2021.

Obtencao das abelhas em fase de campeiras

Para a coleta das abelhas na fase de campeiras, foram utilizadas dez col6nias de
abelhas africanizadas (A. mellifera) mantidas em colmeias tipo Langstroth, padronizadas
em relacdo ao numero de quadros contendo favos de cria e alimento.

Inicialmente, foram retirados dois quadros contendo favos com cria operculada de
cada colmeia. Esses quadros foram protegidos com bolsas confeccionadas com tecido fild

e devolvidos as suas respectivas colmeias. Apos um periodo de 24 horas, 0s quadros
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protegidos foram novamente retirados das colmeias, e as abelhas recém-emergidas foram
marcadas com uma caneta atoxica na regido do pronoto.

Logo apos a marcacao das abelhas, as bolsas de filé foram retiradas, e os quadros
contendo as abelhas marcadas foram devolvidos as suas respectivas colmeias. Ap6s 0
periodo correspondente ao desenvolvimento das abelhas operarias até a fase de campeiras
(21 dias), foram coletadas 180 abelhas previamente marcadas e acondicionadas em tubos
tipo Falcon perfurados.

Os tubos contendo as abelhas marcadas foram levados ao freezer (-18°C) por
aproximadamente dois minutos para anestesia, possibilitando a manipulacéo dos insetos.
As abelhas na fase de campeiras foram distribuidas em placas de Petri perfuradas e

mantidas em jejum total por trés horas para esvaziar a vesicula melifera.

Exposicao das abelhas ao alimento contaminado com Fipronil

Foi fornecido xarope de mel na propor¢do 1:1, tanto contaminado quanto nao
contaminado com o fipronil, para as abelhas acondicionadas em placas. Realizamos
diluicbes com o ingrediente ativo fipronil (Sigma-Aldrich®; 98,8% de pureza) a fim de
obter solucGes de xarope de mel com a dose letal (DLso = 0,19 pg/abelha) e subletal
(DSub = 0,0019 pg/abelha) do inseticida (Zaluski et al. 2015, Lunardi et al. 2017, Bovi
et al. 2018), considerando o consumo médio de 50 pL de xarope por abelha,
correspondente ao volume médio da vesicula melifera (Thompson e Hunt, 1999).

Os alimentadores com xarope de mel permaneceram disponiveis para 0 consumo
das abelhas durante dois periodos de exposi¢do, uma e quatro horas. Em cada tratamento,
foram utilizadas 30 abelhas, com um desenho experimental realizado em sextuplicata,
contendo cinco abelhas por repeticdo (trés dosagens: DLso, Dsub e Controle; dois
periodos de exposicdo: 1 e 4 horas).

Os alimentadores com xarope foram pesados em uma balanca analitica antes e
apos o periodo de exposicdo. O consumo do xarope pelas abelhas foi avaliado
estatisticamente por ANOVA e para a comparacgdo das medias, o teste de Tukey (p < 0,05)
pelo programa Sisvar versdo 5.6. Ap0s a exposicdo, as abelhas foram coletadas e
imediatamente congeladas, permanecendo armazenadas em um ultrafreezer (-80°C) até o

momento da andlise transcriptémica.

Preparacao e sequenciamento da biblioteca RNA-Seq
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As abelhas foram decapitadas, com a remogdo dos olhos compostos de cada
cabeca, a fim de evitar possiveis contaminacGes causadas pela pigmentacdo ocular.
Posteriormente, as cabecas foram maceradas para expor o material cerebral e, em seguida,
seguiram para a extracdo do RNA total.

O RNA total foi extraido dos pools cerebrais de A. mellifera em fase de campeiras
(trés cérebros por pool) utilizando o protocolo de reagentes Trizol®, de acordo com as
instrucdes do fabricante (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA) (Chomczynski 1993).
As concentracfes de RNA foram quantificadas em cada amostra usando um fluorémetro
QubitTM 2.0 (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA). Para a preparacdo das
bibliotecas, foram utilizados 4.000 ng de RNA total como amostra inicial para o
sequenciamento de RNA Illlumina (RNA-Seq) com a utilizacdo do Kit SureSelect Strand
Specific RNA Library Preparation (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA) seguindo
as instrucdes do fabricante.

As bibliotecas foram quantificadas por gPCR no aparelho StepOne Plus (Life
Technologies) com o uso do NEBNext® Library Quant Kit for Illumina® (New England
BioLabs®Inc.). Posteriormente, as bibliotecas foram diluidas a 12 pM, carregadas em
flowcell presente no NextSeq (lllumina, San Diego, EUA) e sequenciadas pelo método
sequence by synthesis (SBS) por 50 ciclos no aparelho NextSeq, em fragmentos de 150
pb.

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

O programa FASTQC foi usado para verificar o conteldo do adaptador e avaliar
a qualidade das leituras brutas. O alinhamento dos dados foi realizado com o 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 o0 HTSeq v0.11.2 e o0 arquivo de anotacdo GTF de Amel_HAv3.1.

A analise dos dados, visualizacdo e plotagem foram realizadas usando o RStudio
para a linguagem R, incluindo o pacote ggplot2 v3.3.2. A anélise 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 expresséo foram filtrados, mantendo
aqueles que tiveram a contagem por milhdo maior que um em pelo menos duas das
amostras. As contagens foram normalizadas usando a normalizacdo TMM. O modelo log-
linear generalizado binomial negativo foi usado na analise de expressao diferencial, e 0

procedimento de Benjamini & Hochberg (FDR) foi utilizado para corre¢des de testes
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multiplos. Os genes foram considerados significativamente regulados com valor de p

ajustado < 0,05e [Jlog) {02 FC|> 2.

Analise de ontologia genética

A andlise de ontologia génica foi realizada para as listas de genes identificados
com expressdo 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
correcdo de multiplos testes, e a significancia estatistica foi considerada quando o valor

de p ajustado foi < 0,05e [|log) {702 FC[>2.

RESULTADOS
Consumo do alimento contaminado com fipronil

Em relacdo as dosagens do inseticida fornecidas no alimento, houve diferencas
significativas apenas durante uma hora de exposicdo (GL = 2; F = 15,17; p < 0,001). O
maior consumo entre os tratamentos ocorreu com as abelhas do tratamento controle,

seguido pelas doses letal e subletal, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Consumo médio de xarope de mel (uL/abelha) contaminado ou ndo-
contaminado com dose letal (0,19 pg/abelha) e subletal (0,0019 pg/abelha) do inseticida
fipronil pelas abelhas Apis mellifera africanizadas ap6s uma e quatro horas de exposicao.

Tempo de exposicéo Controle Dose Letal Dose Subletal
1 hora 38,49+3,24a 29,77+5,89b 21,41+6,43c
4 horas 39,29+6,07 53,31+9,21 44,37+13,10

*Letras distintas na linha apresentam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p >
0,05).

Genes diferencialmente expressos (DEGS) induzidos pelo inseticida fipronil em abelhas
meliferas africanizadas

Apos a ingestdo do xarope contaminado com o inseticida fipronil durante uma
hora de exposicao, houve alteragdo na expressdo de um total de 2.391 genes (FC >2,0e
p < 0,05). Desses, 2.026 genes foram diferencialmente expressos (DEGS) na dosagem
letal e 1.829 na dosagem subletal. Um total de 1.464 genes apresentaram alteragdo na sua

expressao em comum para as duas dosagens testadas. Também foram identificados genes
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alterados exclusivamente em cada dosagem, com 562 DEGs para a dose letal e 365 DEGs
para a dose subletal (Figura 1A).

A medida que as abelhas foram expostas por um periodo mais longo ao inseticida,
houve uma reducdo no numero de genes diferencialmente expressos. As abelhas
contaminadas ap0s quatro horas de exposi¢ao apresentaram um numero total de 147 genes
alterados (FC > 2,0 e p < 0,05). No tratamento com a dose letal, 96 DEGs foram
registrados, enquanto 102 DEGs foram observados para a dose subletal. Em ambos os
tratamentos, houve a alteracdo de 51 genes em comum (Figura 1B). Além disso, um total
de 45 DEGs foram observados exclusivamente no tratamento com a dose letal, e 51 nas

abelhas tratadas com a dose subletal.

B

DSub DL50
DL50 Dsub

Figura 1. Diagrama de Venn indicando o numero de genes diferencialmente expressos
(DEGs) entre os grupos experimentais de abelhas Apis mellifera africanizadas expostas
via ingestdo ao inseticida fipronil ap6s o periodo de uma (A) e quatro horas (B) nas
dosagens letal (DLso) e subletal (Dsub) em comparagdo aos grupos controles.

Ao analisar os DEGs em abelhas contaminadas com o inseticida, é possivel
distinguir um padrdo na expressdo dos genes em relacdo aos periodos de exposicao e as
dosagens do fipronil utilizadas. Ap6s uma hora de exposic¢ao, a maioria dos DEGs estava
infrarregulado (downregulated), independentemente da dosagem utilizada (DLso = 1118
DEGs; DSub = 1010 DEGSs). No entanto, um nUmero significativo de genes estava
suprarregulado (upregulated), 908 e 819, nas dosagens letal e subletal, respectivamente
(Figura 2A).

A medida que as abelhas foram expostas ao fipronil por um periodo mais longo
(4 horas), ocorreu 0 oposto no padréo de expressédo dos genes em comparagdo com a

exposicao de uma hora, havendo um maior numero de genes suprarregulados, em ambas
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as dosagens testadas (DL50 = 55 DEGs; Dsub =57 DEGSs). No entanto, dezenas de genes
tiveram sua regulacdo reduzida apds a exposicdo de quatro horas, com 41 e 45 DEGs

infrarregulados nas dosagens letal e subletal, respectivamente (Figura 2B).
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Figura 2. Histograma do numero de genes diferencialmente expressos (DEGS)
infraregulados (downregulated) e supraregulados (upregulated) entre 0s grupos
experimentais de abelhas Apis mellifera africanizadas expostas ao fipronil via ingestédo
apos o periodo de uma (A) e quatro horas (B) com a dose letal (DLso) e subletal (Dsub)
em comparagdo aos grupos controles.

Os genes diferencialmente expressos foram submetidos a andlise de
enriquecimento de ontologia génica (GO) e agrupados em relacdo as suas categorias
funcionais, sendo classificadas em processos biolégicos (BP), funcGes moleculares (MF)
e componentes celulares (CC).

Apo6s uma hora de exposicdo ao inseticida, os DEGs de abelhas que ingeriram a
dose letal do fipronil apresentaram maior enriquecimento na categoria de componentes
celulares, com 21 termos; os processos biolégicos e funcGes moleculares foram
enriquecidos com 14 e 10 termos, respectivamente (Figura 3A). Consideravelmente no
tratamento em que abelhas receberam a dose subletal do inseticida, um maior nimero de
termos foi enriquecido nas categorias funcionais, sobretudo aos processos bioldgicos,
enriquecido com 33 termos; seguido pelas fungdes moleculares (n = 24 termos) e
componentes celulares (n = 12 termos) (Figura 3B).

Os termos significativamente enriquecidos nos processos bioldgicos em abelhas
que consumiram a dose letal e subletal do fipronil apés uma hora de exposi¢do estdo

principalmente associados aos processos biossintéticos e metabolicos, traducdo e
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transporte de macro e micromoléculas. Na categoria de componentes celulares, 0s termos
enriquecidos estdo predominantemente relacionados aos ribossomos e suas subunidades;
muitos DEGs envolvidos em vias de complexo de canais cationicos também foram
enriquecidas, como canais de ions metalicos, calcio e potassio depende de voltagem. Os
DEGs correspondentes as fungdes moleculares estdo envolvidos em vias associadas aos
ribossomos e atividade de canais dependente de voltagem, sendo os principais termos
enriquecidos (Figura 3 - A e B).

A andlise de GO para os DEGs na intersec¢do dos tratamentos, ou seja, que
ocorreram em ambos 0s tratamentos, evidenciaram que no tratamento apos uma hora de
exposicdo, a categoria de processos biologicos foi enriquecida com 20 termos, seguido
pelas funcdes moleculares (n = 16 termos) e componentes celulares (n = 10 termos),
respectivamente (Figura 4). As principais vias enriquecidas na categoria de processos
bioldgicos a partir da GO incluem os processos de tradugdo, processos biossintéticos e
metabdlicos. As funcdes moleculares foram enriquecidas principalmente sobre as
estruturas de ribossomos, atividades de estruturas moleculares e de canais de transporte;
similarmente, a categoria funcional de componentes celulares teve maior significanciaem

DEGs envolvidos com as estruturas celulares de ribossomos e canais de transporte.
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Figura 3. Andlise de ontologia génica (GO) de abelhas Apis mellifera africanizadas apds uma hora de exposicao via ingestdo a dose letal (A) e
subletal (B) do inseticida fipronil. A cor vermelha indica processos bioldgicos (BP), a cor verde indica componentes celulares (CC) e a cor azul
indica fung¢bes moleculares (MF).
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Figura 4. Analise de ontologia génica (GO) da intersecdo dos grupos experimentais de
abelhas Apis mellifera africanizadas ap6s uma hora de exposicao via ingestdo a dose letal
e subletal do inseticida fipronil. A cor vermelha indica processos biolégicos (BP), a cor
verde indica componentes celulares (CC) e a cor azul indica fungdes moleculares (MF).

Apos quatro horas de exposicao, as fungGes moleculares apresentaram um maior
enriguecimento, com oito termos; tanto os processos bioldgicos quanto os componentes
celulares foram enriquecidos com apenas um termo em cada categoria (Figura 5A). Os
DEGs de fungbes moleculares estdo principalmente associados a atividade de
monooxigenase, atividades de oxidoredutase e liga¢cdes de ions de ferro e tetrapirrol. Os
BP apontam DEGs associados principalmente ao processo metabdlico de carboidratos; ja
os CC principalmente a regido extracelular.

Ja as abelhas que receberam a dose subletal do fipronil por quatro horas
apresentaram enriquecimento de apenas duas categorias funcionais, cinco termos

enriquecendo as fungdes moleculares e apenas um termo enriquecendo 0S processos
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bioldgicos (Figura 5B). As vias enriquecidas nas MF foram atividade monooxigenase,
ligacbes de ions de ferro, tetrapirrol, oxidorredutase e heme; nos BP a Unica via
enriquecida foi de regido extracelular.

Em relacdo a intersegéo realizada para os DEGs do tratamento de quatro horas de
exposicao, a categoria de fungdes moleculares apresentou elevado nimero de termos
enriquecidos (n = 13 termos), em comparacdo com os BP e CC, com apenas um termo
enriquecendo as respectivas categorias funcionas de GO (Figura 6).

Assim como a GO dos DEGs que receberam a dose letal do fipronil, a intersec¢édo
entre os DEGs (dose letal e subletal) apontam o processo metabdlico de carboidratos
como a unica via enriquecida de BP; o enriquecimento da via associada a regido
extracelular em CC; e nas MF a atividade monoexigenase e oxidorredutase, além de genes

atribuidos as ligac@es de ions de ferro, tetrapirrole e heme.
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Figura 5. Analise de ontologia génica (GO) de abelhas Apis mellifera africanizadas ap6s quatro horas de exposicao via ingestéo a dose letal (A) e
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indica fung¢bes moleculares (MF).
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Levando em consideracdo o grande nimero de DEGs nos respectivos tratamentos, na
Tabela 2 sdo apresentados os dez principais genes diferencialmente expressos mais
significativos em relacdo ao valor de logFC para cada tratamento (FC > 2,0 e p < 0,05); sendo
selecionados para cada tratamento cinco genes suprarregulados e infrarregulados ja
caracterizados (Fent et al. 2020). A analise do agrupamento de todos os DEGs em comum ap06s
uma e quatro horas de exposicdo ao inseticida fipronil estdo disponiveis nos dados
suplementares (Apéndices 1 e 2).

As abelhas expostas por uma hora a dose letal do fipronil apresentaram infrarregulacéo
de genes envolvidos no reparo da molécula de DNA (LOC100577751), resposta imunoldgica
(LOC408917), sintese de proteinas e adesdo celular (LOC102655710, LOC412791); houve
suprarregulacdo de genes associados ao transporte e componentes da membrana
(LOC100576458, LOC107965279), proteinas associadas a deteccao de odores (Obpl14), assim
como genes estruturais da cuticula (LOC724199).

Ao mesmo periodo de exposi¢do (uma hora), porém com a dose subletal ingerida pelas
abelhas, genes associados a producdo de moléculas de adenosina trifosfato - ATP
(LOC726367), locomocdo (LOC551706) e producdo de enzimas responsaveis pela
metabolizagdo de proteinas (LOC410583) diminuiram sua expressdao (infrarregulados). No
mesmo tratamento, houve um aumento da regulacdo de genes associados principalmente a
digestdo de proteinas (LOC551180), receptores e componentes da membrana (LOC100576135,
LOC107965279) e contracdo muscular (LOC102656116).

Nos tratamentos em que as abelhas foram submetidas ao inseticida por quatro horas,
houve uma similaridade nos DEGs, independente das dosagens testadas. Havendo uma
diminuigdo relevante na regulacdo de genes que codificam proteinas de ligagdo odorante (Obp2,
Obpl, Obp6, Obp5); ja 0 aumento da expressdo (suprarregulacdo) foram representadas por
genes associados principalmente aos componentes estruturais dos ribossomos (DLso =
LOC113219340, LOC113219383, LOC113219387; DSub = LOC113219340,
LOC113219387), além da degradacdo de fosfolipidios (LOC107965279) e resposta
imunoldgica (LOC113218873).
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Tabela 2. Principais genes diferencialmente expressos (DEGs) em abelhas Apis mellifera africanizadas expostas via ingestéo a dose letal e subletal
do inseticida fipronil durante uma e quatro horas de exposi¢ao.

Gene Descricdo do gene Funcéo Expressdo  logFC
1 hora — Dose Letal
LOC100577751 LIM/homeobox protein Lhx5 Reparo do DNA Infrarregulado -6,15
LOC408917 Mitogen-activated protein kinase 15 Resposta celular ao estresse Infrarregulado  -5,98
LOC102655710 Basic proline-rich protein Sintese de proteinas Infrarregulado  -5,85
LOC410809 Protein pygopus Ligacdo de ions metalicos Infrarregulado  -5,72
LOC412791 Flocculation protein FLO11 Adesdo celular Infrarregulado  -5,58
LOC100576458 Urea transporter 2 Atividade de transporte transmembranar ~ Suprarregulado 4,00
Obp14 Odorant binding protein 14 Receptores olfativos Suprarregulado 4,09
LOC724199 Early nodulin-75 Componente estrutural da cuticula Suprarregulado 4,16
LOC107965279 Pancreatic lipase-related protein 2 Degradacéo dos fosfolipidios Suprarregulado 5,46
LOC100576677 DNA repair protein RAD51 homolog 4 Reparo do DNA Suprarregulado 5,55
1 hora — Dose Subletal
LOC102655710 Basic proline-rich protein Sintese de proteinas Infrarregulado  -6,16
LOC726367 Glycerate kinase-like Fosforilagdo oxidativa Infrarregulado  -5,98
LOC100577751 LIM/homeobox protein Lhx5 Reparo do DNA Infrarregulado  -5,97
LOC551706 Unconventional myosin-Ixb Atividade motora Infrarregulado  -5,91
LOC410583 Ornithine aminotransferase, mitochondrial Aminotransferase Infrarregulado  -5,74
LOC551180 Aminopeptidase N Digestdo intermediaria de proteinas Suprarregulado 3,82
LOC100576135 Glutamate receptor 1-like Receptores de membrana Suprarregulado 3,95
LOC107965279 Pancreatic lipase-related protein 2 Degradacéo dos fosfolipidios Suprarregulado 4,37
LOC102656116 Allatotropin-like Contracdo muscular Suprarregulado 4,93
LOC102654608 Homeobox protein ceh-19 Ligacdo de DNA Suprarregulado 5,55
4 horas — Dose Letal

Obp2 Odorant binding protein 2 Receptores olfativos Infrarregulado  -11,13
Obpl Odorant binding protein 1 Receptores olfativos Infrarregulado  -10,65
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Gene Descricao do gene Funcao Expressdo  logFC
Obp6 Odorant binding protein 6 Receptores olfativos Infrarregulado  -9,09
Obp5 Odorant binding protein 5 Receptores olfativos Infrarregulado  -5,80
LOC726362 4-coumarate--CoA ligase 1 Atividade de ligase Infrarregulado  -5,10
LOC113219340 large subunit ribosomal RNA Componente estrutural de ribossomos Suprarregulado 4,96
LOC113218873 Putative leucine-rich repeat-containing protein ~ Regulacdo imunolodgica Suprarregulado 4,96
LOC113219383 Large subunit ribosomal RNA Componente estrutural de ribossomos Suprarregulado 4,96
LOC113219387 Large subunit ribosomal RNA Componente estrutural de ribossomos Suprarregulado 4,96
LOC107965279 Pancreatic lipase-related protein 2 Degradacao dos fosfolipidios Suprarregulado 4,96

4 horas — Dose Subletal
Obp2 Odorant binding protein 2 Receptores olfativos Infrarregulado  -10,63
Obpl Odorant binding protein 1 Receptores olfativos Infrarregulado  -9,78
Obp6 Odorant binding protein 6 Receptores olfativos Infrarregulado  -9,18
LOC552229 Esterase B1 Atividade de hidrolise Infrarregulado  -6,89
Obp5 Odorant binding protein 5 Receptores olfativos Infrarregulado  -6,18
LOC112935903 Cytochrome P450 6al4-like Desintoxicacdo xenobiotica Suprarregulado 3,91
LOC113219340 Large subunit ribosomal RNA Componente estrutural de ribossomos Suprarregulado 4,30
LOC113219387 Large subunit ribosomal RNA Componente estrutural de ribossomos Suprarregulado 4,91
LOC107965279 Pancreatic lipase-related protein 2 Degradacao dos fosfolipidios Suprarregulado 5,03
LOC113218873 Putative leucine-rich repeat-containing protein  Regulacdo imunoldgica Suprarregulado 5,11
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DISCUSSAO

Diferentes estudos tém demonstrado o efeito prejudicial do inseticida fipronil para
abelhas meliferas, abelhas-sem-ferrédo e silvestres (Zaluski et al. 2015; Roat et al. 2017; Bovi et
al. 2018). No entanto, muitos desses estudos tém se concentrado na avaliagdo da mortalidade
relacionada a dosagem ou em efeitos comportamentais (Renzi et al. 2016; Lunardi et al. 2017;
Bovi et al. 2018; Mulvey e Cresswell 2020). Recentemente, a aplicacdo de técnicas avangadas
de andlise genética, como o transcriptoma em abelhas expostas aos agrotoxicos, tem se
mostrado uma abordagem promissora para compreender de forma mais abrangente os efeitos
causados por esses produtos quimicos (Dai 2021; Gao 2020, 2022; Astolfi et al. 2022). A
abordagem génica tem contribuido para maior conhecimento dos efeitos globais dos
agrotoxicos, preenchendo lacunas importantes na compreensdo dos seus impactos em
organismos ndo-alvo, como as abelhas (Fent et al. 2020; Astolfi et al. 2022; Tosi et al. 2022).

Foi observado que as abelhas apresentaram taxa de consumo significativamente maior
de xarope néo contaminado, em relagdo ao consumo de xarope contendo doses letais e subletais
de fipronil durante o periodo de uma hora. Existem diversas evidéncias cientificas indicando
inseticidas com efeitos repelentes, podendo levar as abelhas a evitar areas tratadas, devido seu
contato direto ou a sua presenca residual nas flores (Sgolastra et al. 2018; Wu et al. 2021; Cullen
et al. 2023).

O acentuado numero de genes diferencialmente expressos (DEGs) no tratamento por
uma hora de exposicao (n = 2391 genes) em relacao ao periodo de quatro horas (n = 147 genes),
pode estar associado a uma maior resposta do sistema imune logo apds a exposicao ao fipronil
(James e Xu 2012; Decio et al. 2021; Or¢i¢ et al. 2022). A intoxica¢do com inseticidas pode
induzir reagdes imunes que ocorrem rapidamente, requerendo a sintese de novas moléculas com
funcbes de sinalizacdo, realizacdo de tarefas celulares e proliferacdo de células imunes
adicionais (James e Xu 2012; Bajgar et al. 2015; Dolezal et al. 2019). Durante a primeira hora
de exposicdo, é provavel que tenha ocorrido uma resposta mais intensa ao estresse, que apés
quatro horas, retornaram aos seus niveis normais de expressdo, promovendo redu¢do no nimero
de DEGs ao decorrer do periodo de exposicao (El-Seedi et al. 2022).

Em relacdo a analise de ontologia génica, foi possivel verificar as principais vias
afetadas em cada tratamento, associado as respectivas categorias funcionais enriquecidas. No
tratamento apds uma hora de exposi¢cdo, ambas as dosagens apresentaram similaridade nas vias
enriquecidas, sendo o0s processos biossintéticos e metabolicos, tradugéo e transporte de macro

e micromoléculas as principais vias agrupadas em BP (processos bioldgicos). A exposi¢ao aos
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inseticidas pode afetar uma variedade de processos biossintéticos e metabdlicos em insetos, isso
inclui o metabolismo de xenobidticos e atividade das monooxigenases, que atuam na
detoxificacéo e eliminacdo dos agrotoxicos (Pisa et al. 2015; Nauen et al. 2022; Ranganathan
et al. 2022). Adicionalmente, o fipronil pode interferir na regulacdo hormonal das abelhas,
afetando a producdo de energia, alterando a sintese de proteinas e causando disturbios no
desenvolvimento e funcionamento celular (Holder et al. 2018; Gongalves et al. 2022). Por atuar
como um antagonista do receptor GABA, o fipronil interrompe a funcionalidade normal do
sistema nervoso dos insetos, resultando em hiperexcitacao neuronal que pode afetar a expressao
génica em varias vias metabdlicas, biossintéticas e de transporte, incluindo genes envolvidos
na sintese de proteinas, carboidratos, lipidios e no transporte de macro e micromoléculas (Pisa
et al. 2015; Gongalves et al. 2022).

A exposicao ao inseticida modificou a expressao génica relacionada aos ribossomos e
suas subunidades nas abelhas, podendo afetar a sintese de RNA ribossomal, montagem de
ribossomos e controle da sintese proteica (Shi et al. 2017). A alteracdo de diversas vias
envolvidas aos ribossomos devido a contaminacdo por agrotdxicos vem sendo relatada em
multiplas pesquisas com outros inseticidas (Shi et al. 2017; Wu et al. 2017; Gao et al. 2020;
Flores et al. 2021), havendo consequéncias significativas no metabolismo, desenvolvimento,
resposta ao estresse e funcionamento celular das abelhas contaminadas (Mao e Jing 2007; Shi
etal. 2017; Wu et al. 2017).

Os resultados obtidos a partir de vias enriquecidas na ontologia genética (GO), revelam
que a exposicdo ao fipronil causa impacto nas funcGes dos canais idnicos, podendo gerar
perturbagOes tanto no equilibrio idnico quanto na transmissdo de sinais elétricos nas células.
Ao bloquear diretamente esses canais, o fipronil interfere no fluxo normal de ions, além de
modular a atividade dos canais ionicos, alterando sua abertura, fechamento ou conduténcia,
levando ao desequilibrio na transmisséo de sinais nervosos e alteracao das funcgdes fisioldgicas
destes insetos (Dong 2007; Murillo et al. 2011). Uma evidéncia da influéncia negativa do
fipronil nos canais idnicos € sua acdo danosa nos canais Ca2* dos insetos, podendo ter efeitos
prejudiciais na sinalizacdo neuronal, contracdo muscular e no metabolismo energético,
desencadeando na disfuncao neuronal, distdrbios comportamentais, reducdo na capacidade de
locomog&o e voo (Dong 2007; Wu et al. 2021). Os sinais de Ca?" também desempenham um
papel crucial na aprendizagem e memoria das abelhas, devido o Ca?* ser utilizado em todas as
etapas do processamento da informac&o odorante, desde a deteccéo pela antena até a integracéo,

aprendizado e memorizacdo (Wu et al. 2021; Paten et al. 2022).
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Referente aos DEGs ap6s uma hora expostas a dose letal do inseticida fipronil, as
abelhas apresentaram uma infrarregulacdo (downregulated) na expressdo de genes envolvidos
em funcdes de desenvolvimento e adesdo celular (LIM/homeobox protein Lhx5, Mitogen-
activated protein kinase 15, Basic proline-rich protein, Flocculation protein FLO11). A
diminuicdo na expressdo destes genes pode comprometer a capacidade das abelhas
responderem adequadamente ao estresse causado pelo inseticida, afetando sua adaptacdo
metabdlica e sobrevivéncia (Zhao et al. 2007; Krizsan et al. 2014; Liu et al. 2020; Farhadi et al.
2023). Além disso, o gene Protein pygopus, associado a via de sinalizacdo Wnt e essencial para
o desenvolvimento e regulacdo de processos bioldgicos, também apresentou infrarregulacao
(Parker et al. 2002). Segundo Martin e Kimelman (2009), a via de sinalizacdo Wnt esta
envolvida no desenvolvimento do sistema nervoso central das abelhas, na determinacdo do
destino celular durante a metamorfose e na formacao de 6rgédos reprodutivos. Por outro lado,
uma hora de exposicdo a dose letal do fipronil, também apresentou suprarregulacéo
(upregulated) de genes envolvidos principalmente em processos de desintoxicacdo e deteccdo
de substancias xenobioticas (Urea transporter 2, Odorant binding protein 14, Early nodulin-
75) (Schwaighofer et al. 2014; Nie et al. 2018), além de genes que contribuem para o
metabolismo de lipidios e defesa contra danos ao DNA (Pancreatic lipase-related protein 2,
DNA repair protein RAD51 homolog 4) (Lee et al. 2010; Collins et al. 2021).

Quando expostas a dose subletal do fipronil, apds uma hora de exposi¢éo, foi constatado
infrarregulacdo de genes envolvidos em processos metabodlicos, de desenvolvimento e
transporte celular (Glycerate kinase-like, LIM/homeobox protein Lhx5, Unconventional
myosin-Ixb, Ornithine aminotransferase); assim como infrarregulacdo do gene Basic proline-
rich protein, responsavel por codificar a proteina rica em prolina. As proteinas ricas em prolina
estdo predominante na hemolinfa dos insetos, podendo estar envolvidas na resposta e adaptacao
a diferentes tipos de estressores, como 0s ambientais (ex. temperatura, umidade e radiacao
ultravioleta) e fisioldgicos (ex. desidratacdo, lesdes e toxinas) (Micheu et al. 2000). Segundo
Teulier et al. (2016), as prolinas também podem estar envolvidas no voo de himenopteras.
Embora as abelhas utilizem principalmente carboidratos como fonte de energia, a prolina pode
ser utilizada como combustivel alternativo para apoiar o metabolismo muscular desde as
condigdes de repouso até a alta taxa de producéo de energia necessaria durante o voo (Arrese e
Soulages 2010; Teulier et al. 2016). Neste mesmo tratamento (dose subletal, uma hora), a
suprarregulacdo de genes associados a digestdo de proteinas e lipidios (Aminopeptidase N,

Pancreatic lipase-related protein 2), neurotransmissores (Glutamate receptor 1-like),
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regulacdo hormonal e de expresséo génica (Allatotropin-like, Homeobox protein ceh-19) foram
verificados. Sugerindo uma resposta compensatoria das abelhas contaminadas para diminuir os
efeitos negativos do inseticida; englobando uma série de processos, tais como: processos de
digestdo e obtencdo de nutrientes, transmissdo sinaptica e processos de desenvolvimento e
diferenciacéo celular (Belzunces et al. 2012; Pashte e Patil 2017).

Apos quatro horas de exposi¢édo ao fipronil, a GO mostrou que os termos de MF (fungbes
moleculares) estavam principalmente associados a atividade de monooxigenase, atividades de
oxidoredutase e ligacdes de ions de ferro e tetrapirrol. As monooxigenases desempenham um
papel essencial nos insetos expostos aos inseticidas, estando envolvidas no metabolismo e
detoxificacdo dessas substancias (Haas e Nauem 2021; Nauen et al. 2022). Essas enzimas tem
como 0s principais representantes a familia dos citocromos P450 e sdo responsaveis pela
modificacdo quimica dos inseticidas, tornando-os mais solUveis em agua e facilitando sua
eliminagdo no organismo dos insetos (Nauen et al. 2022); de modo geral, 0 aumento da
atividade das monooxigenases pode estar envolvida no processo de metabolizacdo e
neutralizacdo dos compostos toxicos do fipronil, visando reduzir sua concentracdo e minimizar
seus efeitos adversos nas abelhas (Feyereisen 2012; Haas e Nauem 2021).

As abelhas quando expostas ao fipronil por quatro horas, apresentam infrarregulacéo de
genes similares, independente da dosagem testada. Com excecdo dos genes Esterase Bl e 4-
coumarate--CoA ligase 1, relacionados com respostas antioxidante e desintoxicacdo em insetos
(Fent et al. 2020; Zhang et al. 2023); os demais genes infrarregulados sao pertencentes a familia
de proteinas de ligacdo odorantes — OBPs (Obpl, Obp2, Obp5, Obp6). As OBPs estdo
predominantemente expressas nos tecidos quimiossensoriais, como as antenas e os palpos
maxilares, sendo responsaveis pela deteccdo e discriminacdo de odores pelas abelhas
(Schwaighofer et al. 2014). Essas proteinas pequenas e sollveis em agua se ligam e transportam
moléculas odorantes hidrofébicas, aumentando a sensibilidade e a especificidade do sistema
olfativo das abelhas (Forét e Maleszka 2006). A infrarregulacdo dos genes da familia Obp
podem ter efeitos prejudiciais na deteccdo e reconhecimento de odores, podendo afetar a
capacidade de forrageamento das abelhas, diminuir a eficiéncia de comunicacdo, impedir a
identificacdo de feroménios e recursos florais (Li et al. 2015; Mayack 2023); impactando
inclusive a estrutura social da colénia, como o reconhecimento da rainha, organizacao de tarefas
e defesa contra invasores (Forét e Maleszka 2006; Schwaighofer et al. 2014).

Os genes suprarregulados apds a exposi¢do de quatros horas, independente da dosagem,
foram Large subunit ribosomal RNA (LOC113219340, LOC113219383, LOC113219387),
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Pancreatic lipase-related protein 2 e Putative leucine-rich repeat-containing protein, genes
envolvidos principalmente na sintese de proteinas, digestdo de lipidios e resposta imune dos
insetos (Shi et al. 2017; Wu et al. 2017; Gao et al. 2020; Collins et al. 2021). Adicionalmente,
foi observado uma suprarregulacdo na expressdo do gene relacionado a desintoxicacdo
xenobidtica (Cytochrome P450 6al4-like). Este € um gene responsavel pela codificacdo de
enzimas pertencentes a familia do citocromo P450, que desempenham papel importante no
metabolismo e na desintoxicacdo de substancias estranhas ao organismo, incluindo inseticidas
(Nauen et al. 2022). Assim, ap6s uma resposta de estresse nas abelhas expostas ao fipronil, o
aumento na expressdo do gene Cytochrome P450 6al4-like pode ser entendido como uma
tentativa de neutralizar os compostos tdxicos do inseticida (Fent et al. 2020). Além de exercer
um papel significativo na desintoxicacao de xenobioticos, essas enzimas sdo importantes para
as vias de biossintese e degradacdo de compostos enddgenos, como feromonios,
hidroxiecdisona e horménio juvenil, que desempenham papéis cruciais no crescimento e
desenvolvimento dos insetos (Zhao et al. 2018; Nauen et al. 2022).

Os resultados deste estudo indicam que a exposicao ao fipronil resulta em modificacOes
na expressao génica das abelhas, abrangendo as vias metabolicas, de transporte, sinalizacéo e
desintoxicacdo, independentemente da dose e duracdo da exposicdo. Também foi verificado
alteragdes na expressdo de genes relacionados aos ribossomos, canais idnicos e proteinas de
ligacdo odorante nas abelhas, associados as fungbes celulares, comportamento de

forrageamento e comunicacao.
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Apéndice 1. Anélise de agrupamento dos genes diferencialmente expressos (DEGs) em abelhas
Apis mellifera africanizadas em comum ap0s a exposicdo da dose letal e subletal do inseticida
fipronil via ingestdo ap6s uma hora de exposicao.
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Apéndice 2. Analise de agrupamento dos genes diferencialmente expressos (DEGs) em abelhas
Apis mellifera africanizadas em comum apos a exposi¢do da dose letal e subletal do inseticida
fipronil via ingestdo ap6s quatro horas de exposicao.
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RESPOSTAS TRA,NSCRIPTGI\/lICAS’ EM ABELHAS AFRICANIZADAS (Apis
mellifera) APOS EXPOSICAO TOPICA AO INSETICIDA FIPRONIL

RESUMO

Considerando os perigos da exposicdo aos agrotoxicos ao longo de suas rotas de
forrageamento, as abelhas estdo sujeitas & contaminac¢do por residuos de inseticidas
provenientes de aplicacdes ou pela deriva em areas onde esses insetos nidificam e coletam
recursos. O objetivo deste estudo foi verificar as alteracdes génicas causadas pela
contaminacao tdpica da dose letal e subletal do inseticida fipronil apds dois periodos de
exposicdo aguda, em abelhas Apis mellifera africanizadas na fase de campeiras. As
abelhas foram contaminadas com 2 pL de agua contaminada contendo a DLso (0,009
Hg/abelha), DSub (0,0009 pg/abelha) e apenas agua (controle) na regido do pronoto,
permanecendo expostas ao fipronil por dois periodos de exposicdo (uma e quatro horas).
Apbs a exposicdo, o tecido cerebral das abelhas foi utilizado para andlise do
transcriptoma. A exposicdo das abelhas ao inseticida fipronil resultou em altera¢Ges na
expressdo génica. Doses subletais provavelmente levaram a mecanismos adaptativos e de
defesa, com maior numero de genes diferencialmente expressos. Porém, doses letais
causam danos graves e apresentaram resposta génica mais limitada. O fipronil afetou
genes relacionados a resposta imune, reparo de DNA, metabolismo de xenobi6ticos e
detoxificacdo. Também comprometeu vias envolvidas na percepgdo visual, podendo
afetar a localizacdo de alimento e a sobrevivéncia das abelhas em campo. Esses achados
ressaltam que a exposicdo aos inseticidas pode comprometer a sobrevivéncia,
forrageamento e fungbes cognitivas das abelhas, com implicacdes para a saude das
colbnias e a polinizagdo de plantas cultivadas e silvestres.

Palavras-chave: abelhas campeiras; exposicdo aguda; DEGs; desintoxicacao.
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TRANSCRIPTOMIC RESPONSES IN AFRICANIZED BEES (Apis mellifera)
FOLLOWING TOPICAL EXPOSURE TO THE INSECTICIDE FIPRONIL

ABSTRACT

Considering the risks of pesticide exposure along their foraging routes, bees are susceptible to
contamination by insecticide residues from applications or pesticide drift to areas where these
insects nest and collect resources. The aim of this study was to investigate the gene expression
changes caused by topical contamination with lethal and sublethal doses of the insecticide
fipronil after two periods of acute exposure in forage bees Apis mellifera Africanized. Bees
were contaminated with 2 pL of water solution containing the LDso (0.009 pg/bee), SD (0.0009
ug/bee), or water only (control) on the pronotum, and were exposed to fipronil for two exposure
periods (one and four hours). After exposure, the brain tissue of the bees was used for
transcriptomic analysis. The exposure of bees to the insecticide fipronil resulted in gene
expression alterations. Sublethal doses likely induce adaptive and defense mechanisms,
resulting in a greater number of differentially expressed genes. However, lethal doses cause
severe damage and show a more limited gene response. Fipronil affected genes related to
immune response, DNA repair, xenobiotic metabolism, and detoxification. It also compromised
pathways involved in visual perception, potentially affecting food location and bee survival in
the field. These findings emphasize that exposure to insecticides can impair the survival,
foraging, and cognitive functions of bees, with implications for colony health and the
pollination of cultivated and wild plants.

Keywords: Foraging bees; acute exposure; DEGs; detoxification.
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INTRODUCAO

Durante o processo de forrageamento, as abelhas podem entrar em contato com
0s agrotoxicos pela ingestdo de alimento contaminado ou a partir do contato direto com
0s produtos quimicos (Sanchez-Bayo e Goka, 2014; Kopit e Pitts-Singer, 2018). Durante
a aplicacdo de agrotdxicos em areas agricolas e sua dispersao para as areas adjacentes, as
abelhas que forrageiam nas imediagdes de aplicacdo podem ser expostas a exsudacao de
goticulas ou entrar em contato com superficies contaminadas, mesmo ap06s a pulverizagdo
dos agrotoxicos, representando risco de exposicao continuo para as abelhas (Fairbrother
et al., 2014; Serrdo et al., 2022).

Durante 0 processo de contaminagdo, as abelhas podem ser expostas aos
agrotoxicos de forma aguda, com contato direto em altas concentragdes por um curto
periodo de tempo, ou de forma cronica, com exposi¢cdo a baixas concentra¢fes ao longo
de um periodo prolongado (Blacquiere et al., 2012; Siviter et al., 2018). Ambas as formas
de exposicdo podem causar efeitos prejudiciais as abelhas, afetando sua fisiologia,
comportamento e capacidade de reproducdo (Shi etal., 2017; Lu et al., 2020; Piovesan et
al., 2020; Gonzalez et al., 2022).

A quantidade de agrotoxicos que as abelhas sdo expostas desempenham um papel
importante nos efeitos observados nesses insetos (Arena e Sgolastra 2014). A dose letal
(DLso) é a quantidade necessaria para causar a morte imediata de ao menos 50% das
abelhas expostas. Por outro lado, a dose subletal refere-se as concentragdes de agrotoxicos
que ndo resultam em morte imediata, mas podem afetar adversamente a salde e o
comportamento das abelhas (Aliouane et al., 2009; Lu et al., 2020). Essas doses subletais
podem impactar varios aspectos, incluindo o sistema nervoso e imunoldgico, a
reproducdo, a capacidade de orientacdo e memoria das abelhas (Colin et al., 2004;
Benuszak et al., 2017; Kenna et al., 2019; Mayack et al., 2021). Além disso, os efeitos
subletais também podem comprometer a sobrevivéncia e eficiéncia imunoldgica das
abelhas, tornando-as mais vulneraveis as doencas e patdgenos (Collison et al., 2016;
Sanchez-Bayo et al., 2016).

Entre os agrotdxicos que tém demonstrado efeitos prejudiciais em abelhas,
destaca-se o fipronil [(RS)-5-amino-1-(2,6-dichloro-o,a,a-trifluoro-p-tolyl)-4-trifluoro
methylsulfinylpyrazole-3-carbonitrile], um inseticida pertencente a classe dos
fenilpirazois, amplamente utilizado na agricultura para o controle de pragas em diversos
cultivos agricolas (Gongalves et al., 2022). O fipronil atua inibindo o receptor de &cido

gama-aminobutirico (GABA) nos insetos, resultando em superexcitacdo do sistema
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nervoso e subsequente morte (Simon-Delso et al., 2015). No entanto, esse inseticida
também tem sido associado a efeitos adversos em abelhas e outros organismos ndo-alvo
(Pisa et al., 2015; Gongalves et al., 2022). Estudos tém comprovado que a exposicdo a
doses subletais de fipronil pode impactar negativamente o comportamento, a fisiologia e
a saude das abelhas, incluindo reducdo da capacidade de aprendizado e memoria,
alteracdes na atividade locomotora, diminuicdo da imunidade e maior suscetibilidade a
doencas (Lunardi etal., 2017; Bovi et al., 2018; Piovesan et al., 2020; Astolfi et al., 2022).
Esses efeitos podem comprometer a eficiéncia da polinizacédo, a produtividade apicola e
a sobrevivéncia das populacGes de abelhas (Pisa et al. 2015; Sanchez-Bayo et al. 2016).
Para obter uma compreensdo mais aprofundada dos efeitos dos agrotdxicos nas
abelhas, os estudos de analise do transcriptoma tém se mostrado uma abordagem
promissora (Shi et al., 2017; Fent et al., 2020; Kablau et al., 2020; Astolfi et al., 2022).
Essa técnica envolve a identificacdo e quantificacdo dos transcritos (RNAs mensageiros)
presentes em células ou tecidos das abelhas em momentos especificos (Greenberg et al.,
2015). Ao analisar o transcriptoma de abelhas expostas aos agrotoxicos, € possivel
identificar possiveis alteracBes na expressdo dos genes das abelhas em resposta a
exposi¢do aos agrotoxicos, fornecendo informagdes sobre as respostas moleculares e 0s
mecanismos de defesa desses insetos (Greenberg et al., 2015; Dickey et al., 2023).
Considerando a importancia das abelhas Apis mellifera na producéo apicola e na
polinizagédo de culturas agricolas e plantas silvestres, bem como sua suscetibilidade a
areas contaminadas com inseticidas, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da
exposicdo topica a dose letal e subletal do inseticida fipronil, apés um periodo de
exposicao aguda, no perfil de expressao génica do tecido cerebral de abelhas A. mellifera

africanizadas na fase campeiras.

MATERIAL E METODOS
Local de estudo

As colmeias de abelhas meliferas africanizadas (A. mellifera) utilizadas no estudo
estavam mantidas no apiario experimental da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" (FMVZ-UNESP),
Botucatu, Sdo Paulo, Brasil (22°50'28" S, 48° 25'43" O, elevagéo de 726 m). A utilizacdo
das abelhas no estudo foi previamente aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/FMVZ/UNESP), registrado sob o protocolo n® 0006/2021.
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Obtencao das abelhas em fase de campeiras

Para a coleta das abelhas em fase em campeiras, foram utilizadas dez coldnias de
A. mellifera africanizadas mantidas em colmeias padronizadas em rela¢do ao numero de
quadros contendo favos de cria e alimento.

Inicialmente, foram retirados de cada colmeia dois quadros contendo favos com
cria operculada, os quadros foram protegidos com bolsas confeccionadas com tecido fild
e devolvidas para suas respectivas colmeias. Apos o periodo de 24 horas, os quadros
protegidos foram novamente retirados das colmeias e realizada a marcagdo das abelhas
recém-emergidas com caneta atdxica na regido do pronoto. Logo ap6s a marcacgdo das
abelhas, as bolsas de fil6 foram retiradas e os quadros contendo as abelhas marcadas
foram devolvidos para suas respectivas colmeias.

Apos o periodo correspondente ao desenvolvimento das abelhas operarias até a
fase de campeiras (21 dias), foram coletadas 180 abelhas previamente marcadas e
acondicionadas em tubos tipo Falcon perfurados. Os tubos contendo as abelhas marcadas
foram levados para anestesia por resfriamento em freezer (- 18°C), por aproximadamente
dois minutos, possibilitando a manipulacéo dos insetos. As abelhas em fase de campeiras
foram distribuidas em placas de Petri perfuradas e mantidas em jejum total por trés horas,

para o esvaziamento da vesicula melifera.

Exposi¢do das abelhas ao inseticida fipronil via topica

O xarope de mel (proporgéo 1:1) foi fornecido para as abelhas acondicionadas nas
placas; considerando o consumo médio de 50 pL de xarope por abelha, correspondente
ao volume médio da vesicula melifera (Thompson e Hunt, 1999).

A contaminacdo das abelhas com o inseticida foi realizada via topica; para isso
diluicbes com o ingrediente ativo fipronil (Sigma-Aldrich®; 98,8% de pureza) foram
realizadas em agua destilada a fim de obter a dose letal (DLso = 0,009 pg/abelha) e
subletal (DSub =0,0009 pg/abelha) do inseticida (Zaluski et al. 2015; Lunardi et al. 2017;
Bovi et al. 2018). As abelhas foram expostas as respectivas dosagens do inseticida com a
aplicacdo de 2 pL da solucdo na regido do torax (pronoto) com auxilio de micropipeta
monocanal; ja nas abelhas do tratamento controle foi aplicado 2 pL de dgua destilada na
regido do pronoto.

Em cada tratamento foram utilizadas 30 abelhas, sendo realizado em sextuplicada,
com cinco abelhas por repeti¢do (abelhas contaminadas com trés dosagens: DLso, Dsub e

Controle; dois periodos de exposicédo: 1 e 4 horas). Apds a exposicdo, as abelhas foram
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coletadas e imediatamente congeladas, permanecendo armazenadas em ultrafreezer (-

80°C) até 0o momento da analise trancriptomica.

Preparacao e sequenciamento da biblioteca RNA-Seq

As cabecas das abelhas foram retiradas e foram removidos os olhos compostos de
cada cabeca, a fim de evitar possiveis contaminac¢@es causadas pela pigmentacao ocular;
posteriormente as cabecas foram maceradas para a exposicdo do material cerebral e
seguiram para extragdo do RNA total.

O RNA total foi extraido dos pools cerebrais de A. mellifera em fase de campeiras
(trés cérebros por pool) utilizando o protocolo de reagentes Trizol®, de acordo com as
instrucbes do fabricante (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA) (Chomczynski,
1993). As concentragfes de RNA foram quantificadas em cada amostra usando um
fluorémetro QubitTM 2.0 (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA). Para a preparagéo
das bibliotecas, foram utilizados 4000 ng de RNA total como amostra inicial para o
sequenciamento de RNA Illlumina (RNA-Seq) com a utilizacdo do Kit SureSelect Strand
Specific RNA Library Preparation (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) seguindo
as instrucOes do fabricante.

As bibliotecas foram quantificadas por gPCR no aparelho StepOne Plus (Life
Technologies) com o uso do NEBNext® Library Quant Kit for Illumina® (New England
BioLabs®Inc.). Posteriormente as bibliotecas foram diluidas a 12pM, carregadas na
flowcell presente no NextSeq (lllumina, San Diego, EUA) e sequenciadas pelo método

sequence by synthesis (SBS) por 50 ciclos no aparelho NextSeq, em fragmentos de 150pb.

Processamento dos dados RNA-Seq e andlise 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 0 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 o arquivo de anotagdo GTF de Amel_HAv3.1.

A analise dos dados, visualizacdo e plotagem foram realizadas usando o RStudio
para a linguagem R, incluindo o pacote ggplot2 v3.3.2. A andlise 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 expressao foram filtrados mantendo

0S genes que tiveram a contagem por milhdo maior que um em pelo menos duas das
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amostras. As contagens foram normalizadas usando a normalizacdo TMM. O modelo log-
linear generalizado binomial negativo foi usado na analise de expressao diferencial, e 0
procedimento de Benjamini & Hochberg (FDR) foi usado para correcfes de testes
maltiplos. Os genes foram considerados significativamente regulados com valor de p
ajustado < 0,05e [Jlog) {02 FC]>2.

Analise de ontologia genética

A andlise de ontologia génica foi realizada para as listas de genes identificados
com expressdo 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
correcdo de multiplos testes, e a significancia estatistica foi considerada quando o valor
de p ajustado foi < 0,05e [Jlog) {702 FC[>2.

RESULTADOS

Apo6s uma hora de exposi¢do, abelhas contaminadas com o inseticida fipronil
apresentaram a alteracdo na expressdo total de 804 genes (FC > 2,0 e p < 0,05); sendo
772 genes diferencialmente expressos (DEGs) para a dosagem subletal, e 139 na dosagem
letal do inseticida; 107 DEGs tiveram sua alteracdo na expressdo em comum para ambas
as dosagens testadas. Em relacdo aos DEGs exclusivos de cada dosagem, foram
verificados 665 e 32 para a dose subletal e letal, respectivamente (Figura 1A).

Apos o periodo de exposicdo de quatro horas ao fipronil, foi observado uma
reducdo no numero de DEGs nas abelhas, em ambas as dosagens testadas (Figura 1B).
Um total de 329 genes tiveram sua expressao alteradas (FC > 2,0 e p < 0,05); para o
tratamento com a dose subletal, houve alteracdo na expressdo de 321 genes e apenas 25
na dose letal, com a ocorréncia em comum para ambas as dosagens de 17 genes. Para a
dose subletal um total de 304 DEGs ocorreram exclusivamente no respectivo tratamento,

e apenas oito em abelhas expostas a dosagem letal.
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Figura 1. Diagrama de Venn indicando o nimero de genes diferencialmente expressos
(DEGs) entre os grupos experimentais de abelhas Apis mellifera africanizadas expostas
via topica ao inseticida fipronil apés o periodo de uma (A) e quatro horas (B) nas dosagens
letal (DLso) e subletal (Dsub) em comparagéo aos grupos controles.

Em relacdo a expressdo dos DEGs nas abelhas contaminadas com o fipronil, foi
observado um padrdo nos tratamentos, havendo maior nimero de DEGs infrarregulados
(downregulated) em todos os tratamentos. Apds uma hora de exposicdo ao fipronil, 115
e 604 DEGs foram infrarregulados para a dosagem letal e subletal, respectivamente. E 24
e 168 dos genes diferencialmente expressos foram suprarregulados (upregulated) para as
dosagens letal e subletal, respectivamente (Figura 2A).

Apb6s uma exposicdo de maior periodo ao fipronil (quatro horas), foi observado
um ndmero reduzido de DEGs para o tratamento com a dose letal do inseticida
(infrarregulacdo = 16 DEGs; suprarregulacdo = 9 DEGS). Ja nas abelhas submetidas a
contaminacdo com a dose subletal, 170 e 151 genes foram diferencialmente expressos

com a infrarregulacéo e suprarregulacéo, respectivamente (Figura 2B).
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Figura 2. Histograma do ndmero de genes diferencialmente expressos (DEGS)
infraregulados (downregulated) e supraregulados (upregulated) entre o0s grupos
experimentais de abelhas Apis mellifera africanizadas expostas ao fipronil via tépica ap6s
0 periodo de uma (A) e quatro horas (B) com a dose letal (DLso) e subletal (Dsub) em
comparagdo aos grupos controles.

A partir dos genes diferencialmente expressos nos tratamentos, as amostras foram
submetidas a analise de enriquecimento de ontologia génica (GO) e agrupadas em relacéo
as suas categorias funcionais, sendo classificadas em processos bioldgicos (BP), fungdes
moleculares (MF) e componentes celulares (CC).

No tratamento ap6s uma hora de exposi¢ao ao inseticida com a dose letal, os DEGs
enriqueceram apenas a categoria funcional de componentes celulares, com DEGs
associados a regido extracelular (Figura 3A). Em contrapartida, as abelhas contaminadas
com a dose subletal no mesmo periodo de exposicdo (uma hora), apresentaram o
enriquecimento de duas categorias funcionais, processos biolégicos (n = 31 termos) e
fungdes moleculares (n = 7 termos) (Figura 3B).

Os principais termos enriquecidos na categoria de processos bioldgicos em
abelhas que receberam a dose subletal do fipronil estdo envolvidos na regulacdo de
processos celulares, biologicos e de sinalizacdo; além de diversos termos associados a
fosforilacdo de proteinas, processos biossintéticos de macro e micromoléculas e respostas
aos estimulos. Para a categoria de fungGes moleculares, os principais termos incluidos na
categoria estdo envolvidos em processos de ligacdo proteica, nas atividades de canais
catidnicos dependes de voltagem e atividades enzimaticas que catalisam reacGes de

fosforilagédo (Figura 3 B).
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N&o foram observadas diferencas significativas para a anélise de GO entre 0s
DEGs na interseccdo entre tratamentos com as dosagens letal e subletal do inseticida

fipronil apos uma hora de exposic¢éo (FC > 2,0 e p > 0,05).
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Figura 3. Analise de ontologia génica (GO) de abelhas Apis mellifera africanizadas apds uma hora de exposicdo via topica a dose letal (A) e
subletal (B) do inseticida fipronil. A cor vermelha indica processos biolégicos (BP), a cor verde indica componentes celulares (CC) e a cor azul
indica fungbes moleculares (MF).
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Com o aumento do periodo de exposicao ao fipronil (quatro horas), foi verificado
um aumento nos termos enriquecidos da categoria funcional de processos bioldgicos em
abelhas expostas a dose letal do inseticida (n = 25 termos), em comparagdo a anélise de
ontologia génica das abelhas expostas por apenas uma hora (Figura 4A). Os DEGs deste
tratamento entdo associados principalmente as respostas aos estimulos externos,
regulacdo positiva da transducdo de sinais de proteinas, além de diversos termos
referentes a percepcao visual.

Nas abelhas expostas a dose subletal do fipronil por quatro horas, duas categorias
funcionais foram enriquecidas, os processos bioldgicos (n = 14 termos) e funcdes
moleculares (n = 7 termos) (Figura 4B). Na categoria de BP, os termos inseridos nesta
categoria estdo predominantemente envolvidos em vias fotorreceptoras, como
fototransducdo, deteccdo de estimulo luminoso, percepcédo visual e percepcdo sensorial.
Na categoria de MF, o termo de atividade de fotorreceptores também foi enriquecido,
além de termos relacionados na atividade de enzimas oxidoredutases, fosfolipases e
lipases.

Em relagéo a intersecéo realizada para os DEGs nas dosagens letal e subletal do
tratamento de quatro horas de exposicao, a categoria de processos bioldgicos foi a Unica
enriquecida significativamente, com 27 termos (Figura 5). Sendo principalmente
associada com termos relativos a percepcdo visual pelas abelhas; como respostas a
estimulos externos, deteccdo de luz, percepcéo visual e sensorial, respostas ao estimulo
luminoso e fototransducdo. Além de aspectos visuais, termos envolvidos em vias
imunoldgicas também foram enriquecidas pelos DEGs, como resposta imune inata,

defesa celular, defesa contra bactérias e processos gerais do sistema imunoldgico.
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Figura 4. Analise de ontologia génica (GO) de abelhas Apis mellifera africanizadas ap6s quatro horas de exposigéo via topica a dose letal (A) e
subletal (B) do inseticida fipronil. A cor vermelha indica processos bioldgicos (BP), a cor verde indica componentes celulares (CC) e a cor azul

indica fun¢bes moleculares (MF).
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Figura 5. Analise de ontologia génica (GO) da intersecdo dos grupos experimentais de
abelhas Apis mellifera africanizadas ap6s quatro horas de exposicao via topica a dose letal
e subletal do inseticida fipronil. A cor vermelha indica processos biologicos (BP), a cor
verde indica componentes celulares (CC) e a cor azul indica fungfes moleculares (MF).

Levando em consideracdo o representativo nimero de DEGs nos respectivos
tratamentos, na Tabela 1 sdo apresentados os dez principais genes diferencialmente
expressos mais significativos em relagéo ao valor de logFC para cada tratamento (FC >
2,0 e p < 0,05); sendo selecionados para cada tratamento cinco genes suprarregulados e
infrarregulados ja caracterizados (Fent et al., 2020). A analise do agrupamento de todos
0os DEGs em comum apds uma e quatro horas de exposicdo ao inseticida fipronil estdo
disponiveis nos dados suplementares (Apéndices 1 e 2).

Apbs a exposicdo das abelhas a dose letal durante uma hora, os DEGs
infrarregulados estdo envolvidos principalmente na formacao e movimentacéo de cilios e
flagelos, movimento das organelas celulares e fun¢Ges dos microtibulos (LOC409770,
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LOC107964284); além de genes envolvidos em processos de adesdo do DNA
(LOC726362) e componentes estruturais dos ribossomos (LOC113219340). Os DEGs
que tiveram aumento na regulacdo da sua expressdo (suprarregulacdo), também estdo
envolvidos em processos regulados pelos microtdbulos e membrana celular,
especialmente pelo movimento de organelas pelos cilios e flagelos (LOC726582,
LOC113218548, LOC107965181), além de genes responsaveis pela sintese proteica
(LOC113218779) e resposta imunoldgica (LOC100577598).

Durante 0 mesmo periodo de exposi¢do (uma hora), no entanto, quando as abelhas
foram expostas a dose subletal do fipronil, genes associados as estruturas de ribossomos
(LOC113219340, LOC113219387) e genes da familia miRNAs (Mir3759, Mir6049)
expressaram infrarregulacdo. Os DEGs que apresentaram suprarregulagdo no mesmo
tratamento foram associados aos componentes estruturais da cuticula (LOC724199) e
membrana (LOC100577797), além de genes envolvidos em processos de defesa
inflamatoria (LOC410297) e morte celular programada (LOC100576487).

Os DEGs em abelhas que receberam a dose letal durante quatro horas e foram
infrarregulados, estdo associados a digestdo proteica (LOC410149, LOC725114),
proteinas de recepcdo olfativa (Obp6) e desintoxicacdo xenobidtica (CYP6AQL). E os
genes diferencialmente expressos que foram suprarregulados estdo envolvidos
principalmente na atividade locomotora das abelhas (LOC410370, LOC100578955,
LOC551259) e resposta imunologica inata (LOC406142).

Apb6s a exposicdo da dose subletal do fipronil por quatro horas, genes
infrarregulados mais significativos nas abelhas contaminadas estdo envolvidos
principalmente em componentes da membrana celular (LOC551805, LOC552829),
regulacao na expressdo génica (Mir3759), atividade de enzimas ligases (LOC726362) e
no desenvolvimento de estruturas locomotoras das abelhas (LOC113219092). Genes
associados a imunidade (LOC724803), microtubulos (LOC113218548), proteinas
estruturais (LOC726615) e sintese de 4&cidos graxos (LOC724226) foram
suprarregulados; além do gene Kakusei, relacionado a atividade de forrageamento de

abelhas campeiras.
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Tabela 1. Principais genes diferencialmente expressos (DEGs) em abelhas Apis mellifera africanizadas expostas via tdpica a dose letal e subletal

do inseticida fipronil durante uma e quatro horas de exposi¢ao.

Gene Descricdo do gene Funcao Expressao logFC
1 hora — Dose Letal
LOC726362 4-coumarate--CoA ligase 1 Atividade de ligase Infrarregulado -7,04
LOC113219340 large subunit ribosomal RNA Componente estrutural de ribossomos Infrarregulado -6,07
Mir3759 microRNA mir-3759 Regulagéo da expressao génica Infrarregulado -5,67
LOC409770 probable tubulin polyglutamylase TTLL1 Estruturacdo dos microtabulos Infrarregulado -4,78
LOC107964284  midasin Fusao de membranas e separagao de Infrarregulado~ -4,46
microtubulos
LOC726582 prominin-like protein Componente membranar Suprarregulado 2,35
LOC113218548 cilia- and flagella-associated protein 251-like  Movimento celular por cilios e flagelos Suprarregulado 2,38
LOC113218779 70 kDa peptidyl-prolyl isomerase-like Sintese proteica Suprarregulado 2,70
LOC107965181 protein broad-minded-like Regulacdo da membrana ciliar Suprarregulado 3,39
LOC100577598 leucine-rich repeat extensin-like protein 3 Regulacdo imunoldgica Suprarregulado 3,42
1 hora — Dose Subletal

LOC113219340 large subunit ribosomal RNA Componente estrutural de ribossomos Infrarregulado -6,48
LOC726362 4-coumarate--CoA ligase 1 Atividade de ligase Infrarregulado -6,08
Mir3759 microRNA mir-3759 Regulacdo da expressao génica Infrarregulado -5,77
Mir6049 microRNA mir-6049 Regulacdo da expressao génica Infrarregulado -5,61
LOC113219387 large subunit ribosomal RNA Componente estrutural de ribossomos Infrarregulado -5,25
LOC724199 early nodulin-75 Componente estrutural da cuticula Suprarregulado 4,12
LOC100577797  small integral membrane protein 8 Componente celular da membrana Suprarregulado 4,23
LOC100576487 apoptosis regulatory protein Siva Resisténcia celular e inducéo de apoptose Suprarregulado 4,48
LOC725308 histone H2A Ligacdo de DNA Suprarregulado 4,56
LOC410297 sorting nexin-16 Ligagdo de fosfatidilinositol e processo Suprarregulado 4,63

inflamatorio

4 horas — Dose Letal
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Gene Descricao do gene Funcao Expressao logFC
LOC410149 carboxypeptidase Q Component_es extracelulares e hiardlise de Infrarregulado -3,25
proteinas alimentares
LOC726362 4-coumarate--CoA ligase 1 Atividade de ligase Infrarregulado -3,10
Obp6 odorant binding protein 6 Receptores olfativos Infrarregulado -2,78
CYP6AQ1 cytochrome P450 6AQ1 Desintoxicacdo xenobiotica Infrarregulado -2,50
LOC725114 chymotrypsin inhibitor Digestdo de proteinas Infrarregulado -2,49
LOC410370 actin-binding Rho-activating protein Formacdo do citoesqueleto Suprarregulado 1,46
LOC100578955 myosin-7 Contracdo muscular Suprarregulado 1,57
LOC551259 titin Contracdo muscular e musculos de voo Suprarregulado 1,65
LOC551587 RNA-binding protein 24 Ligacdo de RNA Suprarregulado 1,76
LOC406142 hymenoptaecin Resposta imunoldgica inata Suprarregulado 2,09
4 horas — Dose Subletal
LOC551805 phospholipase B1, membrane-associated Eeegg(:ﬁﬁggao dos fosfolipidios e constituinte da Infrarregulado -5,54
Mir3759 microRNA mir-3759 Regulagéo da expressao génica Infrarregulado -5,41
LOC726362 4-coumarate--CoA ligase 1 Atividade de ligase Infrarregulado -4,80
LOC552829 phospholipase B1, membrane-associated-like Degradagdo dqs fOSfO“p'd'OS € constituinte da Infrarregulado -4,55
peconha dos himenopteros sociais
LOC113219092  protein apterous-like Desenvolvimento dos discos imaginais daasa  Infrarregulado -4,44
LOC724803 neprilysin-4 !\/Iodula,(;a_o da atividade neuronal e Suprarregulado 2,39
imunologica
LOC113218548 cilia- and flagella-associated protein 251-like  Movimento celular por cilios e flagelos Suprarregulado 2,42
LOC726615 meiosis-specific nuclear structural protein 1 Proteina estrutural Suprarregulado 2,63
LOC724226 acyl-CoA Delta(11) desaturase Biossintese de acidos graxos Suprarregulado 3,98
Kakusei kakusei non-coding nuclear RNA Atividade de forrageamento Suprarregulado 5,21
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DISCUSSAO

As abelhas podem ser expostas aos inseticidas de diferentes formas, sendo a
contaminacdo via topica a mais comum (Aliouane et al., 2009; Collison et al., 2016). A
exposicao topica ocorre quando as abelhas entram em contato diretamente com o0s agrotdxicos,
seja ao pousarem em superficies tratadas ou durante os procedimentos de controle de pragas,
como a pulverizagdo dos cultivos agricolas (Sanchez-Bayo e Goka 2014; Benuszak et al., 2017).
Nesse tipo de exposi¢do, 0s agrotoxicos podem aderir & cuticula das abelhas e serem absorvidos
por meio dos poros e glandulas, causando efeitos adversos em sua fisiologia e comportamento
(Aliouane et al., 2009; Kopit e Pitts-Singer, 2018). Ap0s a exposicao via topica, as abelhas
podem ser afetadas de diversas formas, diminuindo sua sobrevivéncia, capacidade de
reproducdo, forrageamento e funcgdes cognitivas (Lunardi et al., 2017; Bovi et al., 2018;
Piovesan et al., 2020).

A exposicao das abelhas ao fipronil resultou em alteraces na expressdo génica, sendo
observados 804 genes diferencialmente expressos (DEGs) apds uma hora de exposi¢do. No
entanto, a diferenca entre as doses subletal e letal do inseticida foi significativa (DSub = 772
DEGs; DLsp =139 DEGSs). Essa disparidade pode ser atribuida a capacidade das abelhas
desenvolverem respostas adaptativas e mecanismos de defesa em doses subletais, enquanto as
doses letais causam danos graves e morte rapida dos insetos (Colin et al., 2004; Lu et al., 2020;
Decio et al., 2021). Diversas investigacbes mostram que as abelhas expostas a doses subletais
ativam vias de sinalizagdo e regulacdo génica relacionadas a resposta imune, reparo de DNA,
metabolismo de xenobioticos e detoxificacdo, resultando em maior regulagdo génica (Johnson
et al., 2006; Mao et al., 2011; Lu et al., 2020; Gonzalez et al., 2022; Nauen et al., 2022).

Ap0s quatro horas de exposic¢do ao fipronil, foi observada reducdo no nimero de genes
diferencialmente expressos nas abelhas, tanto na dosagem subletal (n = 321 genes) quanto na
dosagem letal (n = 25 genes). Uma possivel explicacdo para essa diminui¢do pode ser atribuida
a resposta imediata dos sistemas bioldgicos das abelhas ao inseticida (Lu et al., 2020). Em
periodos de exposicao mais curtos (exposicdo aguda), os mecanismos fisiologicos das abelhas
podem né&o ter tempo suficiente para se adaptar ou regular completamente a expressdo génica
em resposta ao inseticida, resultando em maior nimero de genes expressos diferencialmente
com uma resposta inicial rapida (El-Seedi et al., 2022; Gonzalez et al., 2022). A exposicado
aguda aos inseticidas desencadeia respostas imediatas de estresse celular, incluindo a ativacéo
de vias de sinalizacéo intracelular, como a via do fator nuclear kappa B (NF-xB), responsavel
pela regulacdo da expresséo de genes envolvidos na resposta imune e inflamagdo nos insetos

(Harwood e Dolezal, 2020). Além disso, genes relacionados ao metabolismo de xenobidticos e



86

processos de detoxificagdo, como as enzimas do citocromo P450, podem ser ativados para
tentar neutralizar e eliminar o inseticida do organismo (Johnson et al., 2006; Nauen et al., 2022).

A partir da analise de ontologia génica (GO) nas abelhas expostas a dose letal do fipronil
por uma hora, foi verificado o enriquecimento de apenas uma categoria funcional, com DEGs
associados a regido extracelular. A alteracdo de genes envolvidos a regido extracelular pode
indicar uma resposta do sistema imunoldgico em relacdo ao agente toxico (Lu et al., 2020;
Thany, 2023). A regido extracelular é composta por diversas moléculas e estruturas que
desempenham funcBes essenciais na comunicacao intercelular, defesa contra patdgenos e
manutencdo da homeostase no organismo (Tsvetkov e Zayed, 2021). Ao serem expostas aos
inseticidas, as abelhas podem desencadear uma resposta imune para combater o agente estranho
e minimizar seus efeitos toxicos; envolvendo a ativacdo de genes que integram a regido
extracelular, tais como aqueles envolvidos na producéo de proteinas de sinalizacédo, receptores
de xenobidticos e moléculas relacionadas a resposta inflamatoria (Nauen et al., 2022; Thany,
2023).

As abelhas contaminadas com a dose subletal apds uma hora de exposicéo, apresentaram
o enriquecimento de duas categorias funcionais: processos bioldgicos (BP) e funcdes
moleculares (MF). Os principais termos enriquecidos na categoria de processos bioldgicos em
abelhas que receberam a dose subletal do fipronil fazem parte da regulacdo de processos
celulares e de sinalizacdo, além de diversos termos associados a fosforilagcdo de proteinas,
processos biossintéticos de macro e micromoléculas. Segundo Niu et al. (2023), a exposicao
aos inseticidas pode gerar alteracGes na expressdo de genes que contribuem para a divisdo e
diferenciacéo celular, resposta a estimulos ambientais e vias de sinalizagdo. Adicionalmente,
os inseticidas podem interferir na fosforilagdo de proteinas, afetando a atividade de quinases e
fosfatases, enzimas essenciais para a modulacdo de vias de sinalizacdo celular (Chmiel et al.,
2019; Zaluski et al., 2020).

Quanto a categoria de fungBes moleculares, os principais termos incluidos neste grupo
fazem parte de processos de ligacdo proteica, atividades de canais catidnicos dependes de
voltagem e atividades enzimaticas que catalisam reacdes de fosforilagdo. Diferentes estudos
tém mostrado que a exposicao aos inseticidas pode interferir na expressdo de genes envolvidos
em processos de ligacdo proteica, afetando a formacéo de complexos proteicos essenciais para
a funcdo celular (Fent et al., 2020). Também tem sido associado aos efeitos danosos causados
pelos inseticidas, as alteracGes nas atividades de canais cationicos dependentes de voltagem,
prejudicando a regulacdo do equilibrio i6nico e transmissao de sinais elétricos em insetos

(Dong, 2007; Murillo et al., 2011). Em himenopteros, a fosforilacdo de proteinas esta
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relacionada com inimeros processos bioldgicos, como o desenvolvimento do sistema nervoso,
regulacao do metabolismo, resposta imunolégica, regulacdo do crescimento e desenvolvimento,
reproducdo e comportamento (Cohen, 2002; Stanley et al., 2020); inclusive, desempenhando
papel importante na regulacao da atividade enzimatica, na modulacéo da expressao génica, na
transducéo de sinais e em muitos outros processos celulares e moleculares (Roat et al., 2020;
Yeetal., 2022).

Em relacdo aos DEGs no tratamento com a dose letal do fipronil por uma hora, foi
verificado a infrarregulacdo de genes envolvidos na defesa imunolégica (4-coumarate--CoA
ligase 1), sintese proteica (Large subunit ribosomal RNA), regulacdo génica (Mir3759),
funcionamento dos microtibulos (Probable tubulin polyglutamylase TTLL1) e transporte
celular (Midasin) (Rogowski et al., 2010; Shi etal., 2017; Zhang et al., 2023). Em contrapartida,
genes suprarregulados (upregulated) neste tratamento, desempenham papel importante em
processos de regulacdo génica e proteica (Protein broad-minded-like, 70 kDa peptidyl-prolyl
isomerase-like), além de estarem associados a resposta imune (Leucine-rich repeat extensin-
like protein 3). Adicionalmente, os genes Prominin-like protein e Cilia- and flagella-associated
protein 251-like, também suprarregulados, estdo envolvidos na formacéo e funcéo de estruturas
celulares especializadas, como as microvilosidades, cilios e flagelos; consideradas estruturas
importantes para a motilidade celular e percepcdo de estimulos ambientais pelas abelhas (Terra
et al., 2006; Zhai et al., 2023).

No que diz respeito as abelhas expostas a dose subletal durante uma hora, os DEGs
infrarregulados também estavam associados principalmente a sintese de proteinas, regulacédo
génica e defesa contra estressores [Large subunit ribosomal RNA (LOC113219340,
LOC113219387), microRNA (Mir3759, Mir6049) e 4-coumarate--CoA ligase] (Shi etal., 2017;
Deng et al., 2020; Zhang et al., 2023). Por outro lado, os genes suprarregulados no referido
tratamento, participam da estruturacdo do material genético e na regulacdo da expressdo génica
(Histone H2A), transporte intracelular (Sorting nexin-16) e morte celular programada
(Apoptosis regulatory protein Siva). A suprarregulacéo do gene Apoptosis regulatory protein
Siva indica um desencadeamento de processos apoptoticos como resposta ao estresse quimico
induzido pelo fipronil (Mollah et al., 2020). A apoptose € um mecanismo de morte celular
programada que desempenha um papel fundamental no desenvolvimento, na homeostase e na
eliminacdo de células danificadas ou indesejadas (Liu et al., 2012). Quando as abelhas sdo
expostas aos inseticidas, as células de diferentes tecidos do organismo podem sofrer danos e
estresse oxidativo, 0 que pode desencadear a ativacdo de vias de sinalizacdo que levam a
apoptose (Chakrabarti et al., 2020; Mollah et al., 2020).
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Em abelhas expostas ao fipronil por quatro horas, independente da dosagem utilizada,
os DEGs estavam principalmente associados a aspectos de percepcao visual pelas abelhas,
como: respostas aos estimulos externos, fototransducdo, detec¢do de estimulo luminoso e
percepcao sensorial. Genes envolvidos na percepgao visual desempenham um papel crucial na
deteccdo e processamento de estimulos visuais, permitindo que as abelhas localizem fontes de
alimento, percebam cores e se orientem espacialmente (Dyer et al., 2011). Assim, a exposi¢ao
aos inseticidas pode afetar a expressao de genes relacionados as proteinas fotorreceptoras, como
as opsinas, que sao responsaveis pela absorcao de luz pelos ommatidios e transmissdo de sinais
visuais para o sistema nervoso central dos insetos (Chakrabarti et al., 2019). Os olhos
compostos das abelhas sdo constituidos por inimeros ommatidios, que sdo unidades
fotossensiveis responsaveis pela captacdo de luz. Cada ommatidio esta conectado a um conjunto
de celulas receptoras especializadas, as quais convertem a luz em impulsos elétricos que séo
entdo transmitidos ao cérebro para processamento (Ascher etal., 2001); quando essa habilidade
visual é afetada pelo fipronil, pode gerar consequéncias negativas ao funcionamento da colonia,
pois a percepcdo visual das abelhas as permite identificar flores com néctar e pdlen, detectar
predadores e orientar-se em relacéo a luz solar (ocelos), garantindo um adequado forrageamento
durante seus voos (Dyer et al., 2011; Mayack et al., 2021).

Apbés a exposicdo da dose letal do fipronil (quatro horas), foi constatado a
infrarregulacdo de genes que integram a digestéo, absor¢éo de nutrientes e resposta a estressores
(Carboxipeptidase Q, Chymotrypsin inhibitor, 4-coumarate--CoA ligase 1) (Roussel et al.,
2001; Sui et al., 2009; Zhang et al., 2023). O gene Obp6, integrante da familia OBP (Odorant-
binding proteins), também sofreu infrarregulacao neste tratamento. A principal fungdo do gene
Obp6 é atuar como transportador de moléculas odorantes, facilitando sua ligacéo e transporte
do ambiente externo até os receptores de odor nas células sensoriais das antenas (Forét e
Maleszka, 2006). Os possiveis efeitos da infrarregulacdo de genes OBP em abelhas incluem a
diminuicdo da sensibilidade aos odores, o que pode afetar negativamente a capacidade das
abelhas de detectar alimentos, feromonios e sinais de perigo; podendo assim, impactar seu
comportamento de forrageamento, tornando-as menos eficientes na localizacdo de fontes de
recursos florais (Forét e Maleszka, 2006; Li et al., 2015; Mayack, 2023). O gene CYP6AQ1,
também infrarregulado, faz parte do metabolismo de diversos compostos, incluindo toxinas e
xenobidticos (Nauen et al., 2022). Estudos sugerem que ele desempenha um papel importante
na metabolizacdo e desintoxicacdo de agrotoxicos e outros xenobioticos (Johnson et al., 2006;
Mao et al., 2011). Quando este gene tem sua expressdo infrarregulada, pode resultar em uma

diminuicdo na capacidade das abelhas metabolizarem eficientemente os agrotoxicos, as



89

tornando mais suscetiveis aos seus efeitos toxicos, impactando negativamente na sobrevivéncia
das abelhas (Nauen et al., 2022).

Genes suprarregulados ap0s a exposi¢do de quatro horas a DLso do fipronil, sdo partes
integrantes da funcdo muscular nas abelhas (Actin-binding Rho-activating protein - ABRA,
Myosin-7, Titin). Os referidos genes participam em modifica¢des no citoesqueleto, integridade
estrutural e fungdo muscular dos insetos (Wu et al., 2010; Ma et al., 2021); assim, o fipronil
pode comprometer a motilidade celular, formacéo de estruturas morfoldgicas (ex. asas, pernas
e antenas), capacidade de resposta aos estimulos ambientais (ex. toque e gravidade), contracéo
muscular e locomocdo (Wu et al., 2010; Potts et al., 2018; Kenna et al., 2019). Outro gene
suprarregulado no referido tratamento foi 0 Hymenoptaecin; este peptideo catiénico rico em
prolina possui propriedades antimicrobianas, atuando na resposta imunoldgica quando ativado
apos exposicdo a patdgenos ou xenobioticos (Casteels et al., 1993). Devido a exposicao aos
inseticidas aumentar o estresse e a suscetibilidade das abelhas a doencas e infeccOes, a
suprarregulacdo de Hymenoptaecin pode sugerir uma resposta das abelhas para reforgar sua
resisténcia (Saltykova et al., 2005; Gregorc et al., 2012).

No tratamento com exposicédo subletal ao fipronil (quatros horas), a analise de expresséo
génica revelou infrarregulacdo dos genes Phospholipase B1 (LOC551805, LOC552829),
associados a enzima que desempenha um papel importante no metabolismo dos lipidios e
producdo da apitoxina (Elieh Ali Komi et al., 2018). Além de genes envolvidos na expressao
génica (Mir3759) e sintese de metabdlitos (4-coumarato-CoA ligase 1) (Deng et al., 2020;
Zhang et al., 2023). A infrarregulacdo do gene Protein apterous-like (PAL) também foi
verificada; este gene € um fator de transcricdo responsavel por regular a expressdo genes
envolvidos no crescimento e na diferenciacdo das células das asas (Ernst et al., 2022). A
infrarregulacdo do gene PAL pode acarretar em anormalidades na formacéo das estruturas das
asas, tais como reducdo de tamanho, formato andmalo ou assimetria. Essas alteracfes podem
comprometer a capacidade de voo das abelhas, impactando sua locomocao, habilidade de busca
por recursos alimentares e comportamento reprodutivo (rainha e zangdes). Além disso, a
diminuicdo da expressdo do gene PAL pode ter efeitos sobre a expressao de outros genes
relacionados ao desenvolvimento de tecidos e 0rgdos associados as asas, como 0s musculos
envolvidos no voo e estruturas sensoriais (Elias-Neto et al., 2022; Ernst et al., 2022).

Genes envolvidos em processos de degradacdo de peptideos (Neprilysin-4), estruturas
celulares (Cilia-and flagella-associated protein 251-like), divisdo celular (Meiosis-specific
nuclear structural protein 1) e metabolismo lipidico (Acyl-CoA Delta(11) desaturase) foram

suprarregulados apds a exposicdo a dose subletal do fipronil por quatro horas. O gene Kakusei
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(Kakusei non-coding nuclear RNA), que codifica 0 RNA ndo codificante nuclear, também
sofreu suprarregulacédo, e embora sua funcédo especifica seja pouco conhecida, estudos sugerem
seu envolvimento na regulacdo génica (transcripcional ou pds-transcricional) e na resposta
adaptativa dos insetos ao estresse causado pelos agrotoxicos (Kiya et al. 2008, 2012). No
entanto, Singh et al. (2020) propdem que o gene Kakusei pode estar envolvido no processo de
forrageamento das abelhas, junto aos genes egr-1 e hr38, por meio de seu papel na interagao
entre a aprendizagem, memdaria e comunicacdo das abelhas.

Os resultados deste estudo demonstram que a exposicao topica das abelhas ao fipronil
resulta em alteragcdes na expressdo génica, 0 que desencadeia respostas imediatas de estresse
celular. Essas respostas incluem a ativacdo de vias de sinalizagcdo e regulacdo génica
relacionadas a resposta imune e ao metabolismo de xenobioticos. Além disso, o fipronil altera
a regulacdo de genes envolvidos na digestdo, absor¢do de nutrientes, resposta a estressores,
funcdo muscular e percepcéo de odores nas abelhas. Esses achados ressaltam a complexidade
dos efeitos desse inseticida sobre as abelhas e enfatizam a importancia de compreender as

respostas moleculares e fisioldgicas dos insetos polinizadores a exposicao ao fipronil.
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Apéndice 1. Andlise de agrupamento dos genes diferencialmente expressos (DEGs) em abelhas
Apis mellifera africanizadas em comum apos a exposi¢do da dose letal e subletal do inseticida
fipronil via tépica apds uma hora de exposicéo.
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Apéndice 2. Analise de agrupamento dos genes diferencialmente expressos (DEGs) em abelhas
Apis mellifera africanizadas em comum apos a exposi¢do da dose letal e subletal do inseticida
fipronil via topica ap6s quatro horas de exposicao.
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IMPLICACOES

Considerando os efeitos prejudiciais dos inseticidas em organismos nao-alvo, como as
abelhas, é fundamental compreender seu impacto em Apis mellifera, levando em conta a
producdo apicola e sua relevante funcdo ecoldgica nos servigos de polinizacdo. A perda de
populacOes de abelhas e a diminuigdo dos servigos de polinizacdo representam uma ameaca
para a agricultura e a seguranga alimentar. Isso ocorre porque parte substancial dos cultivos
agricolas depende da polinizacéo realizada por abelhas e outros polinizadores. A auséncia desse
servico de polinizacdo resultaria em uma queda drastica na producdo de alimentos, levando a
escassez, aumento de precos e perda de diversidade alimentar. Além disso, as abelhas
desempenham um papel vital na reproducdo de plantas silvestres, contribuindo diretamente para
a manutencao da biodiversidade nos ecossistemas.

O inseticida em questéo, o fipronil, ja foi proibido em mais de 40 paises, com destaque
para a Unido Europeia. No Brasil, a restricdo do uso deste inseticida estd em discussdo em
alguns estados, que buscam implementar politicas publicas visando a prote¢do dos servicos de
polinizacdo prestados pelas abelhas e a reducdo dos impactos do uso indiscriminado de
agrotoxicos na apicultura do pais. Considerando a ampla variedade de cultivos agricolas que
ainda utilizam o fipronil para o controle de pragas, esta tese fornece dados cientificos que
destacam os danos causados pela contaminagdo por esse inseticida, mesmo em exposi¢des de
curto prazo ou em doses muito baixas.

Dessa forma, a promocdo de praticas que protegem o0s servigos prestados pelos
polinizadores e a implementacéo de politicas publicas que enfatizam a importancia da aplicacéo
responsavel de agrotoxicos nas areas agricolas e o respeito pelas areas de entorno se tornam
urgentes e de interesse global. Os resultados deste estudo desempenham um papel significativo
nesse contexto, contribuindo para a tomada de decisdes baseadas em evidéncias cientificas e
fornecendo informacdes para a implementacdo de medidas destinadas a preservar a saude das
abelhas, garantindo, assim, a seguranca alimentar e contribuindo com a manutencdo da

biodiversidade.
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