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RESUMO GERAL

As abelhas sdo organismos que apresentam elevada sensibilidade a desequilibrios ambientais,
o que fundamenta sua utilizacdo como bioindicadoras. Simultaneamente, desempenham papel
funcional central na polinizacdo, contribuindo para a manutengdo da biodiversidade, a
producdo de alimentos e a estabilidade econdmica. Em razdo de sua intensa interagdo com o
ambiente, estdo continuamente expostas a diversos contaminantes, como o fungicida
piraclostrobina, frequentemente detectado em produtos apicolas e potencialmente prejudicial
a saude das abelhas e, consequentemente, a seguranca alimentar. Diante desse cenario, a
presente tese teve como objetivo investigar os efeitos da piraclostrobina (PYR) em abelhas
Apis mellifera por meio de abordagens complementares, integrando uma revisao sistematica
da literatura e um estudo experimental com foco na andlise de expressdo génica. A revisao
sistematica foi conduzida conforme as diretrizes PRISMA e a estratégia PICO, utilizando as
palavras-chave “Apis mellifera” AND “Pyraclostrobin” em bases de dados cientificos. Foram
incluidos 25 artigos que avaliaram os efeitos da piraclostrobina, em sua forma pura ou
formulada, considerando diferentes vias de exposicdo e dosagens. Na etapa experimental,
avaliou-se o impacto da PYR pura no transcriptoma de abelhas forrageiras expostas ao
fungicida por ingestdo a uma dose letal (DLso: 8,85 pg/abelha) ou subletal (DLso/100: 0,0885
pg/abelha), com analises transcriptomicas realizadas apos 1 e 4 horas de exposicao. A sintese
da literatura revelou que a PYR pode afetar negativamente as abelhas em multiplos niveis
bioldgicos, do celular e molecular ao comportamental, comprometendo a saude individual das
abelhas e a estabilidade das coldnias. No experimento por ingestdo, ap6s 1 hora de exposicao,
foram observadas alteragdes na expressao de genes associados principalmente a processos de
desintoxica¢do e resposta imune, sugerindo a ativagdo de mecanismos de defesa em resposta
ao estresse quimico. Em conjunto, os resultados demonstram que a PYR, mesmo em baixas
doses e apds curtos periodos de exposicao, ¢ capaz de desencadear respostas moleculares
detectaveis em abelhas que merecem atencdo devido as possiveis consequéncias ecoldgicas.
Essas evidéncias reforcam a necessidade de incorporar marcadores moleculares nas
avaliagdes de risco ecotoxicologico e de fortalecer politicas publicas que conciliem a prote¢ao

dos polinizadores com praticas agricolas sustentaveis.

Palavras-chave: agrotoxico; apicultura; estrobilurinas; expressdo génica; polinizadores.
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ABSTRACT

Bees are organisms that have high sensitivity to environmental imbalances, which underlies
their use as bioindicators. At the same time, they play a central functional role in pollination,
contributing to the maintenance of biodiversity, food production, and economic stability. Due
to their intense interaction with the environment, they are continuously exposed to various
contaminants, such as the fungicide pyraclostrobin, which is frequently detected in bee
products and is potentially harmful to bee health and, consequently, to food safety. Given this
scenario, the present thesis aimed to investigate the effects of pyraclostrobin (PYR) on Apis
mellifera honey bees through complementary approaches, integrating a systematic literature
review and an experimental study focused on gene expression analysis. The systematic review
was conducted according to the PRISMA guidelines and the PICO strategy, using the
keywords “Apis mellifera” AND “Pyraclostrobin” in scientific databases. A total of 25 articles
were included, evaluating the effects of pyraclostrobin, in its pure or formulated form,
considering different exposure routes and dosages. In the experimental stage, the impact of
pure PYR on the transcriptome of forager bees exposed to the fungicide via ingestion was
assessed at a lethal dose (LDso: 8.85 pg/bee) and a sublethal dose (LDso/00: 0.0885 pg/bee),
with transcriptomic analyses performed after 1 and 4 hours of exposure. The synthesis of the
literature revealed that PYR can negatively affect bees at multiple biological levels, from
cellular and molecular to behavioral, compromising individual health and colony stability. In
the ingestion experiment, after 1 hour of exposure, alterations were observed in the expression
of genes mainly associated with detoxification processes and immune response, suggesting
the activation of defence mechanisms in response to chemical stress. Taken together, the
results demonstrate that PYR, even at low doses and after short exposure periods, is capable
of triggering detectable molecular responses in bees that warrant attention due to their
potential ecological consequences. The findings reinforce the need to incorporate molecular
markers into ecotoxicological risk assessments and to develop public policies that reconcile

pollinator protection with sustainable agricultural practices.

Keywords: apiculture; gene expression; pesticides; pollinators; strobilurins.
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CONSIDERACOES INICIAIS

O modelo atual de produgdo agricola, fortemente baseado no uso de agrotoxicos, tem
gerado crescentes preocupagdes quanto aos seus impactos em organismos nao-alvo (Sharma
et al., 2019; Md Meftaul et al., 2020; Prata and Martins da Costa, 2024). As abelhas se
destacam nesse contexto ndo apenas pela sua contribuicdo na producdo de seus produtos
apicolas, como o mel, e por suas fungdes essenciais na manuten¢do dos ecossistemas que
sustentam a seguranca alimentar, mas também por sua sensibilidade a contaminantes
ambientais (Prata and Martins da Costa, 2024). A capacidade desses insetos de acumular
contaminantes em seus corpos € nos produtos da colmeia, embora os torne tuteis como
bioindicadores ambientais, evidencia também sua vulnerabilidade a poluentes, sinalizando
desequilibrios que podem comprometer tanto a satide das colonias quanto a integridade dos
servigos ecossistémicos (Papa et al., 2022; Hung and Yiin, 2023; Mair et al., 2023; Prata and
Martins da Costa, 2024).

Nesse sentido, torna-se importante compreender os riscos associados a exposiciao de
abelhas a agrotoxicos sistémicos, como a piraclostrobina, cuja presenga recorrente em
matrizes apicolas e possibilidade de aplicagdo durante periodos de floragdo aumentam as
chances de contaminagdo direta de abelhas forrageiras (Rondeau and Raine, 2022; Kast et al.,
2024). Esse fungicida, pertencente ao grupo das estrobilurinas, age inibindo a respiracao
mitocondrial, especificamente no bloqueio do transporte de elétrons no complexo III por meio
da ligacdo ao sitio Qo do citocromo b, o que compromete a sintese de ATP (Bartlett et al.,
2002; Zhang et al., 2020). Embora desenvolvido para o controle de fungos fitopatogénicos,
seu mecanismo de agdo pode afetar negativamente organismos nao-alvo, incluindo as abelhas,
uma vez que a respiragdo celular mitocondrial € um processo fundamental e conservado entre
a maioria dos eucariotos (Saccone et al., 2006; Rondeau and Raine, 2022).

Considerando os potenciais efeitos causados pela piraclostrobina, o uso de estratégias
analiticas ¢ capaz de revelar alteragdes sutis, porém biologicamente relevantes, que muitas
vezes passam despercebidas em avaliagdes tradicionais de toxicidade (Snape et al., 2004;
Raiol et al., 2014). Uma das formas mais promissoras de acesso a essas alteracdes € por meio
da investigacdo do transcriptoma, que permite identificar os genes ativados ou reprimidos em
resposta a um estimulo (Wang et al., 2009; Passos, 2022). Ao mapear essas mudangas na
expressao génica, ¢ possivel compreender ndo apenas os efeitos imediatos de uma substancia,
mas também seus desdobramentos em processos fisioldgicos e comportamentais que

sustentam a sobrevivéncia das abelhas (Jordan, 2014; Assis et al., 2022). Nesse contexto, a
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integracdo de dados moleculares com estudos de ecotoxicologia amplia significativamente a
capacidade de diagnostico ambiental e de previsdo de riscos, contribuindo para o
desenvolvimento de estratégias mais seguras de manejo agricola e prote¢do aos polinizadores
(Snape et al., 2004).

Diante do exposto, esta tese foi estruturada em quatro capitulos para contribuir para a
compreensdo dos riscos associados a piraclostrobina sobre as abelhas. O capitulo 1 apresenta
uma contextualizagdo do tema que serd abordado, bem como sua importancia e justificativa
de estudo. Nos capitulos seguintes, sdo abordadas diferentes perspectivas da problemadtica: a
revisdo sistematica (capitulo 2) que sintetiza o estado atual dos conhecimentos sobre os
efeitos da piraclostrobina em abelhas Apis mellifera. Enquanto no capitulo 3 ¢ apresentado o
experimento independente com foco na analise de expressao génica em abelhas forrageiras
expostas por ingestdo a doses letais e subletais de PYR. Por fim, o Capitulo 4 discute as

principais implicagdes dos resultados obtidos.

OBJETIVOS GERAIS
Investigar os efeitos do fungicida piraclostrobina (PYR) sobre as abelhas Apis
mellifera, utilizando abordagens complementares que englobam uma revisdo sistematica da

literatura cientifica e a realizacdo de um experimento independente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- A revisdo sistematica teve como objetivo reunir e analisar criticamente as evidéncias
disponiveis sobre os impactos desse agrotdxico puro ou formulado, considerando diferentes
vias e concentragdes de exposicao;

- O experimento teve como objetivo avaliar os efeitos da exposicdo de abelhas A.
mellifera africanizada, na fase de forrageiras, a dose letal (DLso) e subletal (DLso/100) de PYR,
por ingestdo de alimento contaminado. As analises focam na detec¢do de altera¢des no perfil
de expressdo de genes, visando elucidar possiveis alteragdes moleculares desencadeadas pela
exposicao ao fungicida e contribuir para a compreensao dos riscos associados ao seu uso e sua

relacdo com a satide das abelhas.
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PERIODICOS
A presente tese resultou nos capitulos II e III que dardo origem a dois artigos

cientificos, os quais serdo ou foram submetidos aos seguintes peridodicos:

e “Revisdo sistematica dos impactos do fungicida piraclostrobina em abelhas Apis
mellifera”, que sera submetido ao periddico “Current Opinion in Insect Science” com

Qualis CAPES A1 e Fator de Impacto 4,8;

e “Short-term ecotoxicogenomic responses reveal early molecular mechanisms of
pyraclostrobin toxicity in honey bees”, que esta submetido ao peridédico “Environmental

Toxicology and Pharmacology” com Qualis CAPES A2 e Fator de Impacto 4,2;
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IMPLICACOES

Na presente tese, podem ser identificadas implicagdes cientificas, ecologicas, agricolas e
regulatorias. Do ponto de vista cientifico, o estudo avanca na compreensdo dos efeitos
subletais da piraclostrobina em abelhas Apis mellifera ao abordar dados experimentais
originais ¢ dados provenientes de revisdo da literatura. O estudo demonstra que exposigdes
agudas de curta duracdo sdo suficientes para modular vias moleculares associadas a
desintoxicag¢do e a resposta imune, evidenciando que alteracdes na expressdo génica podem
ocorrer rapidamente, mesmo na auséncia de efeitos letais detectaveis, indo além de descri¢des
fenotipicas ou comportamentais tradicionalmente reportadas. Até onde foi possivel identificar
na literatura analisada, ha escassez de investigagcdes que avaliem os efeitos da piraclostrobina
em nivel transcriptdmico em Apis mellifera, o que confere carater inovador a abordagem
empregada.

A revisdo sistemdtica demonstrou, com base no conhecimento disponivel, que a
piraclostrobina exerce efeitos bioldgicos adversos mensurdveis sobre as abelhas Apis
mellifera. Apesar da consisténcia dos resultados apresentados, importantes lacunas foram
identificadas na literatura, incluindo a escassez de estudos voltados a via de contato e as
castas reprodutivas, bem como a predominancia de pesquisas concentradas em formulagdes
comerciais especificas, como o Pristine®. Esse panorama revela a necessidade de diversificar
as abordagens experimentais e considerar as diferentes castas e fases das abelhas, assim como
formulagdes e seus adjuvantes, que podem influenciar significativamente a toxicidade. Ao
identificar assimetrias no corpo de evidéncias disponiveis, o estudo fornece uma base analitica
para orientar investigacdes futuras, contribuindo para o avango metodologico e conceitual da
ecotoxicologia de fungicidas em abelhas.

A compreensdo de que os efeitos subletais ultrapassam o nivel biologico individual
permite avaliar possiveis impactos ecoldgicos em cascata capazes de comprometer o
desempenho das abelhas no ambiente. Em termos ecoldgicos, a ativacdo de genes
relacionados a desintoxicacdo e a defesa imunoldgica sugere um esforco fisiologico de
adaptacao que, mesmo desencadeado por exposicdes agudas, pode comprometer a homeostase
do organismo sob exposi¢des repetidas, como frequentemente ocorre em ambientes agricolas
intensivos. Tais alteragdes, embora ndo causem mortalidade imediata, podem reduzir a
capacidade das abelhas de desempenhar fungdes ecoldgicas essenciais, afetando o
recrutamento de forrageadoras, a eficiéncia na coleta de recursos florais e, a longo prazo, a

viabilidade da colonia. A desregulagdo comportamental e fisiologica pode, assim, impactar
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negativamente a polinizagdo — servigo ecossistémico essencial para a reprodugdo de
inimeras espécies vegetais e para a produtividade agricola. Esses efeitos individuais podem se
propagar em escala populacional e paisagistica, levando a reducdo da densidade e da atividade
das abelhas em determinadas areas e, consequentemente, a diminuicdo da diversidade de
plantas polinizadas, afetando a dindmica da vegetacao local, a estabilidade de ecossistemas e
sua capacidade de se manter funcional frente a distirbios ambientais.

Sob a perspectiva agricola, esta tese reforca a necessidade de praticas mais sustentaveis e
conscientes, que minimizem a exposi¢do de abelhas aos agrotdxicos, sem comprometer o
controle fitossanitario; medidas como a aplicagdo fora do periodo de floragdo, o uso
direcionado em horarios ou estidgios da planta de menor risco ¢ o desenvolvimento de
formulagdes menos toxicas para organismos ndo alvo sdo estratégias viaveis. Considerando
que muitas culturas de interesse economico dependem da visitagao de abelhas para aumentar a
produtividade e a qualidade dos frutos, a perda ou o comprometimento da atividade
polinizadora pode gerar impactos agronOmicos relevantes, inclusive com prejuizos
econdmicos. Os achados reforcam a necessidade de integrar a prote¢do de polinizadores ao
manejo integrado de pragas e doencas (MIP/MID), promovendo a compatibilidade entre
agrotoxicos e insetos benéficos.

Nesse sentido, os resultados desta tese apontam para a necessidade de aprimoramento dos
protocolos atuais de avaliagdo de risco, que ainda desconsideram efeitos subletais em nivel
molecular, bem como a importancia de revisdo das diretrizes regulatérias relacionadas ao
periodo de aplicacdo de fungicidas, especialmente durante a floragdo das culturas, quando as
abelhas estdo mais ativamente expostas ao ambiente e alimentos contaminados. Embora a
piraclostrobina ndo esteja entre os produtos classificados como altamente toxicos para abelhas,
os dados obtidos, somados as evidéncias da revisao sistematica, demonstram que mesmo em
doses subletais o fungicida ¢ capaz de provocar efeitos nocivos a estes insetos. A auséncia de
restrigdes claras para produtos como a piraclostrobina pode resultar em exposi¢des recorrentes
e cronicas as abelhas, comprometendo sua fisiologia, comportamento e, por consequéncia, 0s
servicos ecossistémicos de polinizagao.

Por fim, esta pesquisa contribui para a consolidagdo da toxicogendmica como ferramenta
sensivel, complementar e necessaria na avaliagdo ambiental de agrotoxicos, além de oferecer
subsidios técnicos e cientificos para o aprimoramento das politicas publicas relacionadas a
protecdo de abelhas e ao uso sustentavel de agrotoxicos. Também fortalece o papel das

abelhas como bioindicadoras da qualidade ambiental. Integrar dados moleculares, ecologicos
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e agronOmicos ¢ essencial para uma avaliagdo de risco ambiental mais robusta e realista.
Somente por meio dessa integracdo serda possivel garantir a continuidade dos servigos
ecossistémicos de polinizacdo e, consequentemente, a seguranca alimentar em escalas local e

global em longo prazo.
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