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RESUMO GERAL

As abelhas sdo organismos essenciais para manter o equilibrio de ecossistemas
naturais, e aumentar a produtividade em muitas culturas agricolas, e também ajudam a
gerar renda para milhares de familias, por meio da producéo de produtos apicolas (mel,
polén, propolis entre outros). No entanto apesar da sua importancia ser conhecida existe
uma crescente preocupacao com a reducdo global de polinizadores nativos e abelhas
meliferas no mundo, sendo um dos principais fatores responsaveis por esse fenémeno,
a contaminacdo do meio ambiente por agrotoxicos. No presente trabalho avaliou-se o
efeito da ingestdo da dose ambientalmente relevante (DAR) do fungicida piraclostrobina
(Comet®), em abelhas Apis mellifera na fase de campeiras. Para isso foram marcadas
abelhas recém-emergidas e reintroduzidas as suas respectivas colonias. Apos 21 dias,
estas foram coletadas e distribuidas em dois tratamentos: controle e piraclostrobina.
Logo em seguida, as abelhas foram mantidas em jejum por trés horas para esvaziar a
vesicula nectarifera, sendo oferecido o alimento contaminado ou ndo, com o fungicida
piraclostrobina na DAR de 850 ppb/abelha. Ap6s uma e quatro horas de exposicéo,
essas abelhas foram coletadas para a analise do transcriptoma cerebral. Constatou-se por
meio da analise das mudancgas na expressao génica, que o fungicida piraclostrobina
afeta abelhas Apis mellifera, acarretando em diversas alteracbes como: desrregulacéo do
metabolismo da glicose e da respiracdo celular, homeostase do hormdnio insulina e

horménio juvenil e ativacdo do sistema antioxidante.

Palavras-chave: abelhas; agrotdxicos; expressao génica;



ABSTRACT

Bees are essential organisms to maintain the balance of natural ecosystems, and
increase productivity in many agricultural crops, and they also help generate income for
thousands of families, through the production of bee products (honey, pollen, propolis,
among others). However, despite its importance being known, there is a growing
concern about the global reduction of native pollinators and honey bees in the world,
being one of the main factors responsible for this phenomenon, the contamination of the
environment by pesticides. In the present work, the effect of ingestion of the
environmentally relevant dose (DAR) of the fungicide pyraclostrobin (Comet®) was
evaluated in Apis mellifera bees in the field stage. For this, newly emerged bees were
marked and reintroduced to their respective colonies. After 21 days, they were collected
and distributed in two treatments: control and pyraclostrobin. Soon after, the bees were
fasted for three hours to empty the nectariferous vesicle, being offered the contaminated
food or not, with the fungicide pyraclostrobin in the DAR of 850 ppb/bee. After one and
four hours of exposure, these bees were collected for brain transcriptome analysis. It
was found, through the analysis of changes in gene expression, that the fungicide
pyraclostrobin affects Apis mellifera bees, causing several changes such as:
dysregulation of glucose metabolism and cellular respiration, homeostasis of the

hormone insulin and juvenile hormone and activation of the antioxidant system.

Keywords: bees; pesticides; gene expression
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CAPITULO 1



CONSIDERACOES INICIAIS

1. Noc0es béasicas sobre as abelhas Apis mellifera

No periodo Cretaceo Inferior, entre 100 e 120 milhGes de anos atras, com o
aparecimento das plantas angiospermas, muitos insetos mudaram o seu habito
alimentar; entre eles um grupo de vespas (familia Sphecidae) abandonou totalmente o
habito predatorio, substituindo a alimentacdo de procedéncia animal pela vegetal, dando
origem das abelhas (Michener, 1974; Cappellari et al., 2013; Gupta, 2014). Essa
mudanga gerou um mutualismo entre planta e inseto, no qual as plantas forneciam
alimento por meio do néctar (alimento energético) e polen (alimento proteico), e em
troca as abelhas e outros insetos polinizadores ajudavam na reproducdo das espécies
vegetais, através da transferéncia de grdos de polen (gameta masculino das plantas),
para 0 estigma (parte do aparelno reprodutor feminino), da mesma flor
(autopolinizacdo) ou de uma outra flor da mesma espécie (polinizacdo cruzada)
(Bronstein et al., 2006; Rech et al., 2014; Ollerton et al., 2021).

Existem atualmente mais de 25.000 espécies de abelhas ja descritas, sendo a
maioria das espécies solitarias e apenas uma pequena parte sdo eusociais e produzem
mel (Danforth, 2007; Gupta, 2014), dentre as quais se encontra a espécie Apis mellifera
(Classe: Insecta; Ordem: Hymenoptera; Familia: Apidae). As abelhas do género Apis
sdo oriundas do noroeste da Africa ou do Oriente Médio, sendo encontradas
amplamente distribuidas no mundo (Ruttner et al., 1978 ; Franck et al., 2001; Winston,
2003).

As abelhas Apis mellifera apresentam complexa organizacdo social, dividas em
castas, representadas em condices naturais, por uma rainha, milhares de operarias e

centenas de zangdes (Figura 1) (Seeley, 1995; Page e Peng, 2001).
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Figura 1. Castas encontradas em uma coldnia de Apis mellifera (a- Zangao, b- Rainha,
c- Operéria). Fonte: http://blogs.ifas.ufl.edu/edis/2015/12/02/the-social-organization-of-
honey-bees/.

As operarias possuem suas fungdes ligadas com seu desenvolvimento fisiologico
ou necessidade da coldnia. Entre 0 1° e 3° dia de vida realizam a limpeza na col6nia e
sd0 denominadas “faxineiras”. Entre o 4° e 12° dia alimentam as larvas e produzem a
geleia real, sendo denominadas “nutrizes”. Entre o 13° e 18°dia, produzem cera e
constroem os favos, sendo conhecidas como “engenheiras”. Entre o 19° e 20° dia
sdo“guardias”, ficando no alvado (entrada da colmeia) defendendo seu territorio. Apos
0s 21 dias de idade s&o denominadas “campeiras”, tendo como funcéo principal buscar
recursos como: resinas, pélen, néctar e agua, 0s quais Sa0 recursos essenciais para a
manutencdo da col6nia e para a producdo apicola (Danforth, 2007; Gupta, 2014).

A Unica fémea fértil da colbnia € a rainha, sendo responsavel pela oviposicdo na
qual as fémeas sdo geradas a partir de ovos fecundados (dipléides) e os machos de
6vulos ndo fecundados (haploides), e também por manter a ordem social, através da
emissdo de feromonios. Apds sua emergéncia, a rainha realiza geralmente um Unico voo
nupcial, onde é fecundada em média por 12 zangbes, que preenchemcom sémen uma
estrutura denominada espermateca (reservatorio de espermatozdides), para ser utilizado
durante toda sua vida produtiva (Seeley et al., 1995).

O ndmero de zangdes na coldnia varia de acordo com a disponibilidade
derecursos na natureza, pois ndo possuem funcéo especifica com relagdo a execugéo de
tarefas dentro da colonia, sendo sua Unica funcdo assim que atingem a maturidade
sexual com cerca de 18 dias de vida, a de fecundar a abelha princesa (rainha virgem),
logo apds a cépula perdem seu 6rgdo reprodutor e morrem por perda de hemolinfa
(Page e Peng, 2001).



O homem deu inicio a exploragdo dos produtos fornecidos pelas abelhas h&
milhares de anos, com relatos de pinturas rupestres representando a extracdo do mel de
maneira primitiva, em diversas partes do mundo, como no pequeno abrigo de
ToghawanaDam, no Zimbabue — Africa, datada com aproximadamente 10.000 anos ou
na Caverna das Aranhas, em Valéncia — Espanha, datadacom aproximadamente 6.000
a.C (Crane, 1999).

Apds muitos anos da extracdo do mel de forma extrativista e primitiva, 0 homem
iniciou o0 processo de criacdo de abelhas em colmeias (de argila, palha ou madeira),
principalmente no Egito Antigo e passou a criar os enxames em locais especificos
(apiérios) a fim de facilitar o0 manejo (Crane, 1999). No decorrer dos anos, com 0
desenvolvimento dos conhecimentos apicolas e surgimento de diferentes técnicas para
criacdo de abelhas ao redor do mundo, houve um invento que revolucionou a apicultura.
Em 1851, o americano Lorenzo Lorain Langstroth desenvolveu a colmeia de madeira
com dimensdes apropriadas e quadros madveis, que permite a inspecdo de todos os favos
da colmeia sem danifica-los. Neste modelo, utilizava o “espago abelha” — um espaco
livre entre 4,8 e 9,5 mm em todas as partes da colmeia que permite a circulacdo das
abelhas, impedindo a construgdo de favos fora dos quadros facilitando o manejo. A
colmeia padrdo Langstroth, é utilizada atualmente como referéncia na apicultura
mundial (Crane, 1999).

No Brasil, a primeira introducdo de abelhas europeias foi da subespécie A.
mellifera mellifera em 1839, quando col6nias foram importadas para o Rio de Janeiro e,
posteriormente, foram introduzidas no Sul do pais abelhas A. mellifera ligustica, A.
mellifera carnica e A. mellifera caucasica, disseminando a espécie por grande parte do
territério nacional (Wiese, 2005).

Em 1956, foram importadas pelo pesquisador Warwick Estevam Kerr, abelhas
rainhas africanas (A. mellifera scutellata), com o objetivo de melhorar a producdo das
coldnias, devido a baixa produtividade das abelhas europeias, que ndo se adaptaram
bem ao pais. Porém em 1957, 26 enxames de abelhas africanas escaparam, e iniciou-se
0 processo de cruzamentos com as subespécies europeias, dando origem a um hibrido
fértil, chamado de abelha africanizada (Kerr, 1967).

A abelha A. mellifera africanizada, apresenta caracteristicas predominantes das
abelhas africanas, como alta defensividade e rusticidade, e se adaptou muito bem as
condicBes climaticas e floristicas do Brasil, sendo encontrada em quase todo territorio
nacional (De Jong, 1996; Pinto et al., 2005).



O gene helicase domino (LOC413341), medeia a troca dependente de ATP da
histona H2AV ndo modificada por sua forma fosforilada e acetilada, implicando na
regulacdo genética ao nivel de modificagdo da cromatina e remodelagem do
nucleossomo (RUHF et al., 2001). Ogawa et al., (2003) sugeriram que um complexo de
remodelacdo de cromatina dependente de ATP contendo a helicase domino interage
com o domimio dedo de zinco (C2H2) para regular a expressao génica.

O gene segment polarity protein dishevelled homolog DVL-3 (LOC409050),
desempenha um papel central na propagacdo sinalizacdo celular, portanto pode afetar
varios processos de desenvolvimento de uma célula (Sharma et al., 2018). Estudos de
nocaute do DVL-3 sugerem que este gene € essencial para o desenvolvimento do tubo
neural (Etheridge et al., 2008). Foi desmonstrado em neurdnios que a redugdo da
regulacdo do DVL reduziu a formacdo de axbnio, enquanto a superexpressdo do DVL
induziu a formacdo de maultiplos axénios, indicando que o DVL é necessario para a
diferenciacdo do axonio em neurdnios (Zhang et al., 2007). Portanto a baixa regulagéo
desse gene, pode indicar que a piraclostrobina afetou negatimente a atividade de
neurdnios no tecido cerebral.

O gene piezo-type mechanosensitive ion channel component (LOC408427),
apresentou baixa expressao, este gene esta relacionado com um canal mecanossensivel
necessario para adaptar rapidamente correntes ativadas mecanicamente. As proteinas
piezo sdo subunidades formadoras de poros de canais idnicos que se abrem em resposta
a estimulos mecanicos, permitindo que ions carregados positivamente, fluam para a
célula, modulando respostas celulares (Kim et al., 2012; Delmas et al., 2013).

Os genes identificados LOC113218789, LOC102655788 e LOC408608 foram
upregulated para as abelhas expostas a piraclostrobina, sugerindo futuros estudos de

suas funcdes em abelha Apis mellifera.

Concluséao

Portanto o presente trabalho constatou por meio da andlise das mudancas na
expressao génica, que o fungicida piraclostrobina afeta abelhas Apis mellifera,
acarretando em diversas alteracbes como: desrregulacdo do metabolismo da glicose e da
respiracdo celular, homeostase do horménio insulina e horménio juvenil e ativacdo do

sistema antioxidante.
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