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EXPRESSAO DE GENES DO SISTEMA ANTIOXIDANTE DE ABELHAS Apis
mellifera EXPOSTAS A AGROTOXICOS
RESUMO GERAL

A agricultura moderna depende cada vez mais de agrotoxicos para combater pragas que
prejudicam a producéo agricola. Prevé-se um aumento significativo no uso desses produtos, o
que representa riscos crescentes para organismos ndo-alvo, como as abelhas. A presente
dissertacdo foi dividida em dois artigos distintos: o primeiro abrange uma revisao sistematica,
enquanto o segundo se concentra na analise da expressdo génica do sistema antioxidante de
abelhas Apis mellifera. Para aprofundar a compreenséo desses efeitos, foi realizada uma revisao
sistematica das pesquisas existentes sobre os impactos potenciais dos agrotoxicos no sistema
antioxidante de abelhas meliferas. O objetivo desta revisdo foi elencar os trabalhos publicados
entre os anos de 2020 a 2023, concentrando-se no efeito dos agrotdxicos no sistema
antioxidante de abelhas meliferas, com foco nas enzimas CAT, SOD e GST. De todos os estudos
avaliados predominantemente nos experimentos foram utilizadas doses letais deixando de lado
as doses subletais que podem vir ser tdo prejudiciais quanto doses mais elevadas, sendo 0s
experimentos em quase suas totalidades realizados em laboratério, avaliando principalmente a
exposicao oral aos agrotoxicos. Mostrando a necessidade de executar pesquisas em campo €
com diferentes tipos de exposicéo, para melhor compreensao dos efeitos dos agrotéxicos nas
abelhas. Ja a analise da expressao génica, teve o objetivo de avaliar a toxicidade de diferentes
de agrotdxicos no perfil de expressdo génica do sistema antioxidante de abelhas na fase de
campeiras, por meio de andlise de transcriptoma. Para isso, foram utilizadas abelhas com mais
de 21 dias previamente marcadas e expostas, por contato ou ingestdo, com a dose letal (DLso)
e dose subletal (DLso/100) dos agrotoxicos, e avaliadas no periodo de uma e quatro horas de
exposicdo. Dos 38 genes, até 0 momento descritos, que compdem o sistema antioxidante das
abelhas, 18 apresentaram alteraces em sua regulacdo apds a exposi¢cdo aos agrotoxicos
utilizados no estudo. As abelhas expostas aos inseticidas (fipronil e imidaclopride) foram as
abelhas que mais apresentaram alteracdes na regulacéo da expressao génica, no periodo de uma
e quatro hora de exposicéo por ingestéo, por outro lado a exposigéo por contato em uma hora
ndo apresentou resultados significativos e em quatro horas apenas dois genes tiveram alteracéo
em seu perfil de expressdo. Este fato sugere que os agrotoxicos testados sdo capazes de

promover alteragdes no sistema antioxidante das abelhas Apis mellifera.

Palavras-chave: apicultura; expressao génica; polinizacdo; sistema antioxidante; transcriptoma.
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EXPRESSION OF GENES OF THE ANTIOXIDANT SYSTEM IN BEEES Apis
mellifera EXPOSED TO AGROTOXICS

General summary

Modern agriculture increasingly relies on pesticides to combat pests that damage agricultural
production. A significant increase in the use of these products is predicted, posing growing risks
to non-target organisms such as bees. This dissertation has been divided into two separate
articles: the first covers a systematic review, while the second focuses on gene expression
analysis of the antioxidant system in Apis mellifera bees. To gain a deeper understanding of
these effects, a systematic review of existing research on the potential impacts of pesticides on
the antioxidant system of honey bees was carried out. The aim of this review was to list papers
published between 2020 and 2023, focusing on the effect of pesticides on the antioxidant system
of honey bees, with a focus on the enzymes CAT, SOD and GST. In all the studies evaluated,
lethal doses were predominantly used in the experiments, leaving aside sublethal doses which
can be just as harmful as higher doses, and almost all the experiments were carried out in the
laboratory, evaluating mainly oral exposure to pesticides. This shows the need to carry out
research in the field and with different types of exposure, in order to better understand the
effects of pesticides on bees. The aim of the gene expression analysis was to evaluate the
toxicity of different pesticides on the gene expression profile of the antioxidant system of bees
in the brood stage, using transcriptome analysis. To do this, bees over 21 days old were
previously marked and exposed, by contact or ingestion, to the lethal dose (LDso) and sublethal
dose (LDsor00) of the pesticides, and evaluated within one and four hours of exposure. Of the
38 genes described so far that make up the antioxidant system of bees, 18 showed changes in
their regulation after exposure to the pesticides used in the study. The bees exposed to the
insecticides (fipronil and imidacloprid) were the ones that showed the most changes in the
regulation of gene expression, in the one- and four-hour periods of exposure by ingestion; on
the other hand, exposure by contact in one hour did not show significant results and in four
hours only two genes showed changes in their expression profile. This suggests that the

pesticides tested are capable of altering the antioxidant system of Apis mellifera bees.

Keywords: gene expression; pollination; antioxidant system; transcriptome.
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CAPITULO 1




CONSIDERACOES INICIAIS

Importancia das abelhas Apis mellifera

A apicultura é responsavel pela geracdo de milhares de empregos de forma direta e
indiretamente. Necessita de baixo valor de investimento inicial e de manutencdo, além de ter a
vantagens de sua adaptabilidade a quase todas as regiGes do pais, desde que haja oferta de
alimento ao longo do ano. Sendo uma atividade vantajosa principalmente para produtores
familiares por proporcionar comercializacao de diversos produtos apicolas, como mel, prépolis,
cera, geleia real, pdlen e apitoxina (ARRUDA et al., 2011), além de possibilitar
comercializacdo de produtos artesanais como sabonetes, pao de mel, hidratantes, entre outros.

As abelhas Apis mellifera séo insetos sociais, da tribo Apini, ordem Hymenoptera e
familia Apidae, vivem em grandes colbnias com castas especializadas (RAMOS;
CARVALHO, 2007), uma coldnia pode chegar até 60 a 80 mil abelhas operarias, de 0 a 400
zang0Oes e uma rainha (BOMFIM et al., 2017). O desenvolvimento dos individuos compreende
0s estagios de ovo (trés dias), larva (seis dias) e pupa (varia de acordo com a casta). Em média
rainha, zangdes e operarias levam 16, 24 e 21 dias para completar seu ciclo respectivamente,
do ovo até a emergéncia do individuo completamente formado (PAGE; PENG, 2001).

A funcdo da rainha na col6nia é a realizacdo da postura de ovos que dardo origem a
novos individuos, manutencdo da coesdo e organizacdo da col6nia por meio de feromdénios
(RAMOS; CARVALHO, 2007), podendo viver até cinco anos de idade e se alimentando
exclusivamente de geleia real. Os zangfes sdo machos, fruto évulos nédo fertilizados, que se
desenvolvem por meio de partenogénese arrenétoca, sua principal funcdo na colbnia é a
fecundar a rainha virgem (princesa), durante o voo nupcial. Os zang6es atingem sua maturidade
sexual com 12 dias de idade e morrem apds o acasalamento (GALO et al., 2002), em média
vivem de 80 a 90 dias (ALVARES, 2010), podendo ser expulsos da coldnia em periodos de
escassez de alimento (FREE, 1980).

As operérias realizam todos os trabalhos de manutengéo dentro da col6nia, incluindo a
limpeza, alimentacdo das crias e da rainha, construcdo de favos, coleta e processamento de
alimentos e a defesa da col6nia (Tabela 1). O cumprimento dessas tarefas ocorre de acordo com
a maturidade fisiologica das abelhas operarias, sendo que algumas fungbes estdo

intrinsicamente relacionadas ao estado funcional de glandulas (CRUZ-LANDIM, 1994).



TABELA 1: Polietismo etario das abelhas operérias. Adaptada de GALLO et al., 2002

Funcéo das abelhas operarias de acordo com a idade fisioldgica — Polietismo etario

Idade em dias Funcéo

1° ao 3° Faxineiras Trabalham retirando toda e qualquer sujidade de dentro da colonia.

_ Responsaveis pela alimentacdo das larvas, producéo de geleia real e
4° a0 12° Nutrizes _ )
alimentar a rainha.

13° a0 18° Engenheiras Produzem cera e constroem favos.

19° 30 20° Guardis Permanecem na entrada da colmeia, defendendo o territorio contra
ao uardias
qualquer predador.

21° em diante — Responsaveis pelo servigo externo a colbnia, coleta de recurso como

Campeiras resina, agua, pélen e néctar.

Durante o forrageamento as campeiras, fazem também o trabalho de polinizacédo, sendo
as abelhas Apis mellifera consideradas polinizadores essenciais para uma ampla gama de
culturas agricolas e € amplamente reconhecida como a espécie mais predominante em todo o
mundo (GARIBALDI et al., 2013). Apesar do extenso conhecimento sobre sua domesticacéo
e distribuicdo global, a importancia de A. mellifera como polinizador em habitats naturais ainda
carece de compreensdo (AEBI et al., 2012). A polinizacdo por insetos contribui para o
rendimento de 75% das espécies agricolas globalmente importantes (KLEIN et al., 2007),
incluindo inimeras espécies de plantas selvagens (OLLERTON et al., 2011). Por outro lado, é
nesse momento em que as abelhas acabam tornando -se mais susceptiveis agentes externos

como 0s agrotoxicos.

Agrotoxicos e abelhas meliferas

O crescente aumento da populacdo e da economia mundial levou ao aumento
progressivo da geracdo e utilizacdo de produtos quimicos na agricultura (SHARMA et al.,
2019). Os agrotoxicos séo produtos quimicos (naturais ou sintéticos) empregados em diversas
praticas agricolas para controle pragas, ervas daninhas e doencas nas plantas. Podendo ser
classificados de acordo com sua finalidade como; herbicidas utilizado em ervas daninhas,
inseticidas para pragas agricolas como a mosca branca, fungicidas, nematicidas para controle
de nematoides, etc. (SHARMA et al., 2019; WHO, 2020).



De acordo com a Lei Federal brasileira n® 7.802/89, os agrotoxicos ou pesticidas sao
definidos como produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao
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 composi¢éo da flora
e da fauna, a fim de preservéa-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).

Por causa do constante aumento de pragas agricolas, que causam grandes prejuizos ao
rendimento e qualidade das colheitas, isso vem tornando a agricultura moderna cada vez mais
dependente da utilizacdo de agrotdxicos (GOTO et al., 2019; WU et al., 2020). Estima-se que
de até 2050 a utilizacdo de agrotdxicos dobre, aumentando ainda mais 0s riscos potenciais e 0s
efeitos prejudiciais sobre os organismos ndo-alvo (ZHAO et al.; 2022). Embora o uso racional
dos agrotdxicos possa proteger as culturas contra pragas, o uso descontrolado dificulta a
polinizacdo e o forrageamento das abelhas e contribui para reduc6es de suas populagdes, mesmo
guando usados em baixas concentracdes (COLIN et al., 2019; SHI et al., 2020).

A relagdo planta-polinizador representam um dos motores mais importantes da
biodiversidade na Terra (OLLERTON, 2017); sem os polinizadores ndo haveria a reproducéo
de diversas plantas, comprometendo assim a biodiversidade (OLLERTON et al., 2011).
Abelhas meliferas fazem parte do grupo de polinizadores mais importante e o papel
desempenhado pelas abelhas como polinizadores em ecossistemas naturais e agro ecossistemas
esta se tornando cada vez mais evidente e reconhecido (OLLERTON et al., 2011; FOLDESI et
al., 2021). As abelhas sdo responsaveis pela polinizacdo de diversas culturas agricolas e plantas
silvestres (SILLMAN et al.; 2021). Porém, durante esse processo as abelhas acabam ficando
susceptiveis diversos fatores que podem acabar afetando sua salde como a exposi¢do aos
agrotoxicos.

A contaminacéo das abelhas por agrotdxicos pode ser dividida em duas formas distintas,
a contaminacdo aguda e a crénica. A contaminagdo aguda ocorre quando os recursos coletados
pelas abelhas contém concentragcfes iguais ou superiores a dose letal (DLso) (JOHNSON, 2015;
SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2016). A contaminacdo crbnica ocorre quando as abelhas sdo
expostas a doses subletais (inferiores a DLsp), e ndo é observada alta mortalidade e sim diversas
alteracbes comportamentais, bioquimicas, fisioldgicas e neuroldgicas, comprometendo o bem-

estar e manutencgéo das colonias.



A distingdo entre contaminagdo aguda e cronica nas abelhas expde os efeitos adversos
dos agrotoxicos em diferentes niveis. Enquanto a contaminacdo aguda evidencia 0s riscos
imediatos a vida das abelhas, a contaminagdo cronica revela impactos mais sutis, porém
igualmente preocupantes, que comprometem o funcionamento saudavel das coldnias. Portanto,
compreender e abordar ambas as formas de contaminagéo se tornam essencial para proteger a

biodiversidade e garantir a sustentabilidade dos ecossistemas agricolas.

Sistema Antioxidante

Os organismos aerdbicos desenvolveram uma rede complexa de sistemas antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos para evitar danos oxidativos, causado pela respiracdo célula e
fatores externos como, poluentes e agrotoxicos. O estresse oxidativo € um processo citotoxico
que ocorre nas células quando os mecanismos antioxidantes sdo sobrecarregados por espécies
reativas de oxigénio (ROS). Este desequilibrio ndo s6 causa danos a biomoléculas importantes
(lipidos, proteinas e acidos nucleicos) nas células, mas também tem impacto nas atividades
funcionais tanto em vertebrados como em invertebrados (NIKOLENKO; SALTYKOVA;
GAIFULLINA, 2011). A geracdo de ROS ocorre principalmente nas mitocondrias nas quais
mais de 90% do oxigénio utilizado pela célula é consumido (PEREZ-CAMPO et al., 1998). O
estresse oxidativo também é um modulador significativo das estratégias da histdria de vida
(KRAMER et al., 2021), inclusive nas abelhas. Porém, ha evidéncias limitadas de que esta
modulacdo possa mudar ap6s milhares de anos de selecdo natural, uma vez que as abelhas
meliferas enfrentaram ambientes contaminados, seja por agrotéxicos ou outros poluentes. A
diminuicdo na producdo ou neutralizacdo de ROS ¢ realizada pelos antioxidantes, que atuam
também contra seus efeitos deletérios no organismo.

O sistema antioxidante dos insetos € composto por enzimas primarias e secundarias, que
atuam direta ou indiretamente nas moléculas de ROS (espécies reativas de oxigénio). A
primeira linha de defesa contra o ataque das ROS é fornecida por trés tipos diferentes de
enzimas antioxidantes primarias que atuam diretamente nas ROS: (1) superédxido dismutase
(SODs), que reorganizam o superdxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio; (2) catalase, que
previne a formacdo de radicais hidroxila livres ao decompor o peroxido de hidrogénio em
oxigénio e agua; e (3) peroxidases, que catalisam uma reacao analoga na qual o perdéxido de
hidrogénio é reduzido a 4gua por um redutor que atua como doador de elétrons, normalmente
para a tiorredoxina reduzida (TRX) ou a glutationa (GSH) (CORONA; ROBINSON, 2006).



Acdo dos antioxidantes sdo de extremo interesse nos insetos sociais, pois podem
explicar como os individuos que possuem uma alta metabolica ao longo de sua vida prolongada,
permanece saudavel sem mostrar sinais de senescéncia, incluindo estresse oxidativo. Neste
contexto, em que as abelhas meliferas estdo expostas a diversos estressores externos e
xenobioticos, a sugestdo de que as os agrotoxicos, influenciam no aumento de ROS sob
condigdes de estresse parece ser importante.

Objetivos

Os objetivos deste trabalho foi avaliar, por meio da analise de transcriptoma, o efeito de
agrotoxicos (dose letal e subletal) em abelhas Apis mellifera africanizadas, na fase de
campeiras, por testes de ingestdo e contato.

O presente estudo resultou no capitulo Il intitulado — “O impacto dos agrotoxicos no
sistema antioxidante de abelhas Apis mellifera - uma revisdo sistemética”, o qual foi submetido
ao periodico “Sociobiology”, conforme suas regras de publicacdo. E no capitulo 111 intitulado
— “Agrotéxicos modulam a expressdao de genes do sistema antioxidante de abelhas Apis
mellifera africanizadas na fase de campeiras” o qual foi submetido ao periddico “Bulletin of

Insectology”, conforme suas regras de publicacao.
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IMPLICACOES

A presente pesquisa revela importantes implicagfes tanto para a teoria quanto para a
pratica no campo da apicultura. A utilizacdo de agrotdxicos representa uma ameaca
significativa para as abelhas Apis mellifera. Esses produtos quimicos podem afetar
negativamente o equilibrio redox das células, causando estresse oxidativo ao aumentar a
producdo de espécies reativas de oxigénio. I1sso pode comprometer as enzimas antioxidantes
essenciais, como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase
(GST), que desempenham um papel essencial na defesa antioxidante das abelhas.

Os agrotoxicos, podem impactar diretamente a atividade dessas enzimas, levando a
disfungdes no sistema antioxidante das abelhas e resultando em consequéncias negativas para
sua saude, incluindo danos ao sistema imunoldgico, distdrbios no desenvolvimento, problemas
reprodutivos, diminuicdo da populacdo de abelhas além de prejuizos fisioldgicos e
comportamentais.

A pesquisa destaca a necessidade de revisar e regular o uso de agrotdxicos na
agricultura. As evidéncias sugerem que praticas agricolas mais sustentaveis e a implementacéo
de politicas publicas que promovam a protecdo das abelhas sdo essenciais. Medidas préaticas
podem incluir:

« Desenvolvimento e uso de agrotdxicos menos toxicos para as abelhas;

e Adocdo de técnicas de manejo integrado de pragas (MIP) que reduzam a
necessidade de agrotoxicos;

o Estabelecimento de zonas de protecdo onde o uso de agrotdxicos é restrito ou
proibido;

« Uso correto dos agrotdxicos nos cultivos agricolas, de acordo com a recomendacéo
da bula;

« Desenvolvimento de politicas publicas em prol da preservacao das abelhas.

Essas acOes podem ajudar a mitigar os efeitos negativos dos agrotoxicos, protegendo as
abelhas meliferas e, por extensdo, a seguranca alimentar global, dado o papel fundamental das
abelhas na polinizacéo.

A pesquisa abre novas questdes e areas para investigacéo futura, tais como:

o Exposicéo das abelhas por via contato aos efeitos de agrotdxicos no sistema imune

das abelhas.
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« Estudos de longo prazo sobre as consequéncias subletais da exposi¢ao cronica aos
agrotoxicos.

e Investigacdo das interacbes entre multiplos estressores ambientais, como
patdgenos e agrotdxicos, no sistema imunologico e no sistema antioxidante das
abelhas.

« Efeito da cera contaminada na sobrevivéncia de abelhas Apis mellifera.

o Efeito do aquecimento global + agrotéxicos no desenvolvimento de abelhas
melifera.

Essas direcOes podem fornecer uma compreensdo mais completa dos riscos ambientais
e ajudar no desenvolvimento de estratégias de mitigacdo mais eficazes.

As implicacdes deste estudo variam conforme o contexto geogréafico e agricola. Em
regibes com alta dependéncia de culturas polinizadas por abelhas, os resultados ressaltam a
necessidade de uma gestdo rigorosa do uso de agrotdxicos. Além disso, a conscientizacéo
publica e a educacdo dos agricultores sobre praticas agricolas sustentaveis sdo essenciais para
garantir a saude das populacGes de abelhas e a continuidade dos servicos de polinizacao.

A compreensdo dessas implicacdes é essencial, pois as abelhas desempenham um papel
fundamental na polinizagéo de plantas, sendo vitais para a producdo de alimentos. Portanto, a
utilizacdo responsavel de agrotdxicos e a implementacao de préaticas agricolas mais sustentaveis
e politicas publicas, sdo essenciais para proteger ndo apenas as abelhas, mas também a

seguranca alimentar global.
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