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RESUMO

Estudos que abordam os efeitos de Organismos Geneticamente Modificados (OGMs)
sobre a abelha Apis mellifera em sua maioria avaliam os efeitos letais por meio de
analises laboratoriais com larvas ou abelhas adultas individualmente, as quais sao
alimentadas com proteina Cry purificada ou pélen Bt. Poucos estudos avaliam os efeitos
subletais dos OGMs sobre as abelhas, especialmente os relacionados com a sanidade
apicola. O objetivo deste trabalho foi avaliar os eventuais efeitos da alimentacdo com
polen de milho Herculex® (Evento TC1507) sobre o desenvolvimento das col6nias e
sobre a sanidade apicola de A. mellifera. Para tanto foram analisados: o comportamento
higiénico das abelhas (CH); a infestacdo de acaro Varroa destructor e do fungo Nosema
ceranae; o desenvolvimento das col6nias e a deteccdo da presenca da proteina CrylF no
polen e nas larvas. O experimento foi realizado no més de marco de 2014 em um apiério
localizado no municipio de Florianopolis —SC-BR. Ao todo foram utilizadas 20 colméias
tipo Langstroth. Utilizou-se polen do milho Herculex, que expressa a proteina CrylF, e de
sua respectiva linha isogénica, plantados na Fazenda da Ressacada - UFSC. O
experimento continha quatro tratamentos: alimento contendo pdlen Bt, alimento contendo
pélen da linha isogénica, alimento ndo contendo poélen, e testemunha. Para a avaliacdo
das variaveis foram utilizadas as técnicas de perfuracdo de células de crias operculadas
para o comportamento higiénico, contagem de &caros em abelhas operarias adultas,
contagem de esporos de Nosema ceranae em abelhas adultas utilizando cédmara de
Neubauer (hemocitbmetro), avaliagdo da quantidade de quadros de mel, pélen, crias e
guadros com cera alveolada para avaliacdo do desenvolvimento da colénia. Por fim, foi
realizada a deteccdo e quantificacdo da proteina CrylF presente no pdlen e nas larvas
utilizando a técnica Western Blotting. Em relacdo ao comportamento higiénico, as colénias
alimentadas com polen Bt registraram a menor porcentagem de retirada de larvas mortas
(83%) em relacdo aquelas alimentadas com os demais alimentos (P<0,05). Coldnias
alimentadas com pélen do milho Bt demonstraram maior infestacdo de V. destructor. Nao
foram verificadas diferencas significativas em relacdo ao desenvolvimento das colonias e
a infestacdo e N. ceranae. Foi verificada a presenca da proteina CrylF em todas as
amostras de larvas das colbnias que receberam alimento contendo pdélen Bt. A
metodologia empregada no presente trabalho, incluindo a metodologia para amostragem,
desenho experimental, fornecimento de alimento e procedimentos para andlise dos
fatores, mostrou-se eficiente para avaliar os possiveis efeitos subletais sobre as abelhas e
0s possiveis impactos dos OGMs sobre a sanidade apicola.

Palavras-chaves:, Abelha, comportamento higiénico, Varroa destructor, Nosemose, ,
transgénico, efeitos subletais, CrylF.



ABSTRACT

Studies about the effects of genetically modified organisms (GMOs) the honeybee Apis
mellifera mostly evaluate lethal effects by means of laboratory testing with larvae or adult
bees individually, which are fed with purified protein Cry or Bt pollen. Very few studies
assess the sublethal effects of GMOs on bees, especially those related to apiculture
health. In this context, the aim of this study was to evaluate the possible effects of feeding
with Bt corn pollen (event TC1507, commercially known as Herculex) on the development
of the colonies and about the sanity of bee A. mellifera. For both were analyzed: the
hygienic behavior of the bees (CH); the infestation of Varroa destructor mite and Nosema
ceranae; the development of the colonies and the presence of CrylF protein in the pollen
and larvae. The experiment was accomplished in March 2014 in an Apiary located in the
municipality of Florianépolis. In all, was use 20 beehives of type Langstrot. We used corn
pollen Herculex, which expresses the CrylF protein, and its respective key isogenic line,
planted at Fazenda da Ressacada-UFSC. The experiment contained four treatments,
being they: food containing Bt pollen, food containing isogenic line pollen, food containing
no pollen, and witness treatment. Drilling techniques cell operculated pups for analysis of
hygienic behavior, counting mites on adult worker bees, counting Nosema ceranae spores
in adult bees using a Neubauer cam (hemocytometer), evaluation of the amount frames of
honey, pollen, operculated create and larvae cells and frames with beeswax to evaluate
development of the colony, and finally, the detection and quantification of CrylF protein
present in pollen and larvae using Western Blotting. Significant differences (P <0.05) were
found in relation to hygienic behavior and V. destructor mite infestation. Regarding the
hygienic behavior, colonies fed with Bt pollen had the lowest percentage of removal of
dead larvae (83%) compared to those fed other diets. As for V. destructor, Bt pollen fed
colonies obtained greater infestation, and those subjected to the other treatments no
difference. No significant differences were observed in relation to the development of the
colonies and the infestation and n. ceranae. It was verified the presence of CrylF protein
in all samples of larvae of the colonies that received food containing Bt pollen. The
methodology employed in this work, including the methodology for sampling, experimental
design, supply of food and procedures for analysis of factors, has proved efficient to
assess the possible sublethal effects on bees and possible impacts of GMOs on the
apiculture health.

Keywords: HoneyBees, hygienic behaviour, Varroa destructor, Nosemose, genetically
modified organisms, sublethal effects, Cry1F.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Estima-se que existam 20 mil espécies de abelhas espalhadas em todo o mundo.
Estas possuem grande importancia para a manutencao da diversidade genética vegetal,
atuando como polinizadoras de um grande numero de espécies vegetais. Ao pousarem
nas flores para coleta de recursos troficos as abelhas sdo cobertas pelo polen da planta,
transportando-o para outra planta no momento que realizar nova coleta, promovendo
assim a troca de gametas entre plantas, ou seja, a polinizacdo cruzada, importante para
manter a variabilidade genética das plantas, relevante para a sobrevivéncia e evolucdo
das espécies.

Segundo Samejima et al. (2004), as abelhas sao responsaveis por 22% da
polinizacdo nas florestas tropicais, além da producdo de 30% do alimento consumido
pelos seres humanos (POTTS et al., 2006). De acordo com a FAO (2002),
aproximadamente 73% das espécies vegetais cultivadas no mundo sao polinizadas por
alguma espécie de abelha. Especificamente, muitas espécies frutiferas cultivadas pelo
homem séo dependentes da polinizacéo realizada por insetos e a polinizagao insuficiente
resulta no insucesso reprodutivo, causando um grande impacto economico (PELLETIER
et al., 2001; PIAS & GUITIAN, 2006).

A espécie Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) participa da producdo mundial de
alimentos em varios niveis. Além de contribuirem para a agricultura, aumentando a
producéo entre 5 e 500%, dependendo da espécie, variedade e condi¢des de cultivo (DE
JONG, 2000), as abelhas também séo responsaveis pela producédo de mel, pélen, geleia
real, cera, propolis e outros produtos.

Em Santa Catarina a atividade apicola possui grande importancia social,
econdmica e ecoldgica, atuando diretamente na producdo de espécies frutiferas, como a
maca, a péra e o mirtilo, e também na producéo de produtos apicolas.

No primeiro semestre deste ano, o estado exportou 2,87 mil toneladas de mel, se
tornando o segundo estado exportador do Brasil, ficando atras somente do estado de S&o
Paulo. Em setembro de 2013, durante a realizacdo do 43° CONGRESSO
INTERNACIONAL DE APICULTURA, realizado na Ucrania, o mel catarinense ganhou o
premio de melhor mel do mundo. Segundo o presidente da Federagdo das Associacdes

de Apicultores de Santa Catarina (FAASC), Nésio Fernandes, o estado conta com 30 mil
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familias dedicadas a apicultura, distribuidos principalmente nas regides do Alto Vale do
Itajai e Grande Florianopolis.

Atualmente, um fendbmeno estd preocupando apicultores, pesquisadores,
ambientalistas, produtores rurais, governos e ONGs. Trata-se de uma séria mortandade
de colbnias de A. mellifera, conhecida como Colony Collapse Disorder (CCD), ou em
portugués, Desordem do Colapso de Colbénias (DCC), sendo a caracteristica principal a
inabilidade das abelhas campeiras de retornarem as suas colénias. O DCC foi relatado
inicialmente nos EUA em 2004 e, posteriormente, no Canada, em paises da Europa, e
também em outros paises ao redor do mundo (STOKSLAND, 2007).

Pesquisas vém sendo realizadas em todo o mundo, mas ainda ndo existem
evidéncias do verdadeiro motivo para a ocorréncia desse fendmeno. Muitos fatores estao
sendo associados a DCC, como a falta de alimento, o uso indiscriminado de agrotoxicos,
ataque de predadores ou parasitas, como o0 &caro Varroa, doencas como a Nosemose,
aquecimento global, e também pelo consumo de pdlen e néctar de organismos
geneticamente modificados (OGM), como o milho, a canola e o algodao.

Dentre as doencas destaca-se a nosemose, causada pelo fungo Nosema ceranae
(uma nova espécie que ja foi encontrada no Brasil). Diferente do N. apis que
normalmente ataca as abelhas em climas e épocas frias, o N. ceranae tem causado
problemas em pleno verdao. No Brasil, a Nosemose era bastante rara, mas atualmente
esta presente em muitos apiarios em todo pais.

A infestacdo de acaro Varroa destructor também é apontada como um possivel
causador do DCC. Este &caro é hoje um dos maiores problemas para a apicultura mundial
(BOTTA et al., 2004), uma vez que além do potencial parasitismo, V. destructor tem sido
descrito por pesquisadores como o principal vetor de diversas doencas, tais como o virus
da paralisia aguda, o virus Kashimir e o virus da asa deformada (BAKONYI et al., 2002;
CHEN et al., 2004; TENTCHEVA et al., 2006).

Outro fator que pode estar associado a DCC é o grande aumento das culturas
transgénicas. Diversos trabalhos tém demonstrado a ocorréncia de efeitos diretos e
indiretos causados por plantas transgénicas sobre as colonias de abelhas. Efeitos diretos
podem ocorrer quando uma abelha ingere diretamente a proteina que codifica um
transgene, e os efeitos indiretos sdo causados quando a atratividade da flor, ou o valor
nutritivo do néctar e polen forem alterados pelo processo de introducdo do transgene na
planta.
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As plantas geneticamente modificadas com transgene Bt, como é o caso do milho,
foram criadas para expressar uma toxina inseticida com o objetivo de combater a algumas
espécies-alvo como a lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda, ordem Lepidoptera,
familia Noctuidae) e alguns outros lepidopteros, visando uma reducdo da aplicacdo de
inseticidas nas lavouras. Segundo Sabugosa-Madeira e Abreu (2009), apesar de a toxina
inseticida ser limitada a algumas espécies-alvo, ja foram observados efeitos deletérios em
insetos benéficos pertencentes as ordens Neuroptera, Hymenoptera e Coleoptera.

Diante dos potenciais riscos que 0s organismos geneticamente modificados podem
causar sobre coldnias de A. mellifera, em especial o milho Bt, da sua correlagdo com a
Desordem do Colapso de Colonias (DCC), e pela escassez de pesquisas em relacédo aos
efeitos sub-letais em A. mellifera, principalmente sobre a relacdo de OGMs e a sanidade
apicola, o objetivo desta dissertacdo foi avaliar os riscos de OGMs contendo a toxina Cry
sobre insetos ndo-alvo, a partir de analises dos impactos da alimentacdo com poélen de
milho Bt sobre colénias de A. mellifera, avaliando sua relagdo com a sanidade apicola e o
desenvolvimento das colGnias.

Este estudo faz parte do projeto “Co-operative Brazil-Norway Initiative for
Competence Building in Biodiversity and Biosafety”, executado por docentes e estudantes
da UFSC, com apoio da Agéncia de Desenvolvimento da Noruega (Norwegian Agency for
Development Cooperation — NORAD) e do Gen@k (Centre of Biosafety) vinculado a
Universidade Tromso, Noruega.

Além deste, outros estudos vem sendo conduzido no ambito do ECOLGEN, que é
o Nucleo Latino Americano de Ecologia do Genoma e Biodiversidade (The Latin American
Institute for Genome Ecology and Biodiversity), vinculado a UFSC e dedicado ao estudos

dos biorriscos dos OGMs.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Disturbio do Colapso das Col6nias

A Desordem do Colapso das Colbnias (DCC) é caracterizada pela auséncia de
abelhas vivas ou mortas na colénia ou em locais préximos a ela, mas com a presenca de
larvas, pupas e alimento, podendo ser encontradas, dentro da colméia, uma pequena
guantidade de operérias jovens e a rainha. Nas colénias em que esta iniciando a DCC,
observa-se uma quantidade de cria maior do que a capacidade das operarias as
cuidarem, o crescimento na proporcdo de operarias novas na populacdo de abelhas
adultas da colonia, a presenca da rainha e uma relutancia da colénia em consumir o
alimento energético ou protéico fornecido (EMBRAPA, 2012).

Relatada pela primeira vez nos EUA em 2004 e, posteriormente, em paises da
Europa, ainda ndo se sabe quais as causas do DCC (OLDROYD, 2007), Orgéos oficiais
como ARS (Agriculture Research Service) e USDA (United States Department of
Agriculture) estéo realizando intensas investigagdes para descobrir as causas. O impacto
tem sido tdo preocupante que em abril de 2007, o ARS realizou um Workshop reunindo
cerca de 80 pesquisadores da area, representantes da industria e agentes de extensao,
com a finalidade de discutir um plano de agdo denominado “Colony Collapse Disorder
Action Plan” para pesquisar as causas do fendmeno (PINTO & MIGUEL, 2008).

Véarios fatores tém sido citados por pesquisadores como: novas doencas,
parasitoses, genética, nutricdo, aumento da temperatura, pesticidas agricolas e alteractes
no agroecossistema e o uso de plantas geneticamente modificadas. No entanto, ainda
nao existe um consenso definitivo sobre as causas (DE JONG & MESSAGE, 2008;
SPIVAK, 2008).

Sabugosa-Madeira e Abreu (2009) verificaram que um dos fatores especulados
para este declinio sdo as proteinas Cry presentes em plantas geneticamente modificadas
como o milho e o algodéo, que sao toxinas produzidas por genes isolados de Bacillus
thuringiensis (Bt), ja que estas toxinas nocivas para insetos, e as abelhas sdo expostas
através de diversas rotas a estas toxinas.

Segundo o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento, 6érgéo responsavel
por informar oficialmente a ocorréncia de problemas sanitarios animais e vegetais no
Brasil, ndo existem relatos oficiais da ocorréncia da Desordem do Colapso das Colonias
neste pais. No entanto, problemas de doencas, morte de abelhas e mesmo abandono de
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colénias foram relatados pelos apicultores de varios Estados do Brasil, mas ndo se sabe
Se as causas e 0s sintomas séo iguais ou diferentes dos causados pela DCC e descritos
inicialmente nos Estados Unidos (EMBRAPA, 2012). Existem relatos de casos com perda
de 400 colméias, mas na maioria dos casos nao foram coletadas amostras para posterior
analise e comprovacédo da causa das perdas (MALASPINA et al., 2008).

No Estado de Santa Catarina foram identificadas perdas significativas de colbnias
de A. mellifera nos anos de 2010 e 2011 chegando a perdas superiores a 80% em varios
apiarios, o que tem preocupado os apicultores e as autoridades estaduais ligadas ao setor

agricola (A. I. Orth — informacao pessoal)

2.2. Milho geneticamente modificado Bt

O milho geneticamente modificado (Bt) € aquele que apresenta em seu material
genético o gene que codifica a proteina Cry, clonado da bactéria Bacillus thurigiensis.
Este gene capacita a planta a produzir efeitos toxicos a insetos da ordem Lepidoptera
(BATS, 2003). Na natureza, a acao inseticida desta bactéria se deve a presenca de um
cristal parasporal produzido no momento da esporulagdo. Este € composto pelas
chamadas “proteinas cristalinas” (“proteinas Cry”) ou “proteinas cristalinas inseticidas”
(ICPs da sigla em inglés insecticidal crystal proteins). Estas proteinas estdo na forma de
pré-toxina que, sob digestdo parcial por proteases no trato intestinal dos insetos, é
convertida na forma ativa (referida como “toxina Cry” ou “toxina Bt”), interagindo com
moléculas receptoras presentes nas células do epitélio do intestino médio, causando o
desequilibrio osmético, e conseqlientemente a morte do inseto (FERRE, 2002).

No caso do milho Herculex®, o transgene crylF codifica para uma forma truncada
da proteina inseticida CrylF, derivada da cepa PS81l (NRRL B-18484) de Bacillus
thuringiensis var. aizawai. A proteina CrylF inicia sua acdo inseticida quando ocorre a
solubilizag&o dos cristais no intestino dos insetos devido ao pH alcalino, ocorrendo assim
a liberacdo de pro-toxinas. Estas, ativadas por proteases existentes no intestino médio
dos insetos pela clivagem das por¢cdes N-terminal e C-terminal da proteina, interagem
com moléculas receptoras, presentes nas células do epitélio do intestino médio, e
promovem formacado de poros e, consequentemente, o desequilibro osmdtico, lise celular
e morte do inseto (BRAVO et al.,2007).

Segundo a empresa Dow Agrosciences, desenvolvedora de um dos tipos de milho

Bt, a proteina CrylF age pela ligacdo seletiva a sitios especificos localizados na
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membrana do intestino médio de espécies suscetiveis. Apos a ligacdo, sdo formados
poros que interrompem o fluxo de ions no intestino médio, causando a paralisia do
intestino e consequentemente a morte da larva de “insetos-alvo”, ndo atuando no
organismo de “insetos nao-alvo”. Considera-se que a especificidade das toxinas Cry se
deve a existéncia de receptores toxina-especificos localizados nas células do epitélio da
bordas em escova e ao alto pH do intestino de espécies alvo (HOFTE & WHITELEY,
1989).

Apesar do namero consideravel de trabalhos cientificos publicados sobre o efeitos
adversos em invertebrados nao-alvo baseados na prototoxina, presume-se que
formulac6es comerciais de Bt baseadas em &-endotoxinas (proteinas Cry) sdo altamente
especificas e possuem efeitos significantes em espécies alvo devido a sua bioatividade
limitada sob condicbes de campo (IGNOFFO & GARCIA, 1978; HILBECK & SCHMIDT,
2006).

2.3. Agéao inseticida de organismos geneticamente modificados em insetos n&o-alvo

Segundo a desenvolvedora do milho Bt, a proteina Cry é testada em modelos
animais, como ratos e camundongos, para a verificacdo do potencial téxico. Um destes
testes, denominado de toxicidade aguda, consiste na ingestédo forcada de uma solucéo de
proteina pura pelo animal e na observacdo de eventuais efeitos desta. Entretanto, estes
testes sdo feitos com a proteina Cry produzida em bactérias. Até 0 momento ndo foram
encontrados na literatura resultados de artigos publicados sobre os efeitos das proteinas
Cry puras produzidas em plantas sobre organismos néo alvos.

Visando determinar se os organismos GM possuem riscos ambientais ou mesmo
danos para a saude animal ou humana, o conceito da “equivaléncia substancial” é
utilizado mundialmente. Utilizando o pressuposto deste conceito, avaliagbes de seguranca
sdo realizadas para verificar diferencas composicionais entre os alimentos produzidos
com organismos GM e suas linhas isogénicas. O objetivo é avaliar compostos especificos,
focando na composi¢cdo centesimal, em analises de compostos tOxicos naturalmente
presentes, em fatores antinutricionais, entre outros (KUIPER et al., 2003; CELLINI et al.,
2004; METZDORFF et al., 2006; RICROCH et al., 2011).

Estudos realizados por Sanders (1998) demonstram que variedades de milho GM e

nao-GM apresentam concentracdes semelhantes de aminoacidos, acidos graxos, calcio e
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fosforo. Contudo, Ye et al. (2000) verificaram uma elevada producdo de derivados
inesperados de carotendides em arroz GM em relagédo ao arroz ndo-GM.

Segundo os proponentes da tecnologia, nas analises de seguranca ambiental,
organismos nao-alvo como insetos de outra ordem, classe ou espécie, inimigos naturais e
insetos benéficos como abelhas, por exemplo, sdo expostos as proteinas inseridas nas
partes vegetativas ou nos graos de poélen que as expressem e sao avaliados os seus
efeitos (PIONNER, 2012).

Entretanto os experimentos realizados pelas empresas produtoras de OGMs séo
de baixa qualidade cientifica para aprovar suas solicitacdes de uso comercial. Isso pode
ser verificado no processo de liberagdo do milho MON 810 (CTNBio, Processo N°:
01200.002995/1999-54), em que a duracdo dos ensaios com organismos nao-alvo foram
de sete dias (ensaio com Chrysopa carnea) e de até 28 dias (ensaio com minhocas),
tempo esse insuficiente para provar efetivamente os efeitos das toxinas sobre o ambiente
e 0s organismos nao-alvo. Neste dossié acima referido, o teste em abelhas durou nove
dias, cuja variacdo nos resultados entre as trés repeticdes alcancou mais de 100%.
Mesmo assim, este tipo de teste € aceito pelas agéncias regulatérias.

Em relacdo aos efeitos adversos da proteina Cry sobre insetos nao-alvo, Hilbecket
al. (1998) realizaram um dos primeiros estudos reconhecidos cientificamente, verificando
gue larvas de Chrysopa carnea, um importante agente de controle biolégico presente nos
ecossistemas, morriam ao consumir alimentos que continham a proteina Bt presente no
milho geneticamente modificado MON810.

Ramirez-Romero et al., (2008) verificaram em seus estudos que a proteina
CrylAb ndo causou efeitos letais sobre as abelhas, mas que a exposi¢cao subcrbnica oral
a alimento contaminado com 5000ppb de CrylAb causou alteracdes comportamentais,
como o comportamento alimentar ou processos de aprendizagem das abelhas.

Lipinski et al. (2008) verificaram que dietas contendo baixa concentragcdo de
proteina Bt oriunda de milho OGM MON863 x MON810 ndo apresentaram impactos
significativos sobre operarias A. mellifera, apesar de um ligeiro aumento da mortalidade
das larvas, Lima et al. (2010) também néo verificaram impactos negativos em relacao ao
tempo de desenvolvimento, peso e tamanho de individuos adultos de A. mellifera,
alimentados com dieta artificial contendo a proteina CrylAc. Anteriormente, Malone et al.
(1999) verificaram que a toxina produzida pela proteina reduziu o tempo de sobrevivéncia
de abelhas alimentadas com dieta contendo a proteina CrylAb.
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Efeitos deletérios foram observados em coccinelideos da espécie Adalia bipunctata
L., predador natural presente em diversos ecossistemas, afetados pelo consumo direto ou
indireto de toxinas CrylAb e Cry3Bb pelas suas presas (SCHMIDT et al., 2009).

Hanley et al. (2003) verificaram que o pélen de OGMs é altamente toxico para
insetos que coabitam nas colméias, tais como tracas de cera Achroia grisella e Galeria
mellonela. Segundo Sabugosa-Madeira e Abreu (2009), em colbnias que apresentaram
Desordem de Colapso da Colbnia ndo existiam a presenca de tracas da cera vivas e do
besouro da espécie Aethina tumida Murray nos favos abandonados. Essa auséncia de
insetos que coabitam as colbnias pode ter sido causada pelo efeito da toxidade da
proteina Cry presente nos favos, oriundo do pdélen coletado de OGMs (LATSCH, 2007).

Diversos estudos cientificos demonstram que abelhas de A. mellifera alimentadas
com polen de culturas transgénicas apresentaram mortalidade que variou de 8% a 16%
em larvas e adultos, respectivamente. Esses resultados foram superiores aos resultados
de experimentos realizados com abelhas ndo alimentadas com pdlen de culturas
transgénicas (HANLEY et al., 2003). Ramirez-Romero et al. (2005, 2008) demonstraram
efeitos letais ou deletérios em abelhas que ingeriram esporos de B. thuringiensis ou a
proteina Cry.

No entanto, ndo foram encontrados na literatura cientifica resultados de estudos
sobre o impacto da alimentacdo com poélen Bt sobre a sanidade das abelhas,
correlacionando o impacto da proteina CrylF expresso em variedades comerciais de
milho em relacdo ao comportamento higiénico e a resisténcia das abelhas a doencas e
pragas, tdo pouco sobre a exposicdo de larvas e abelhas jovens e adultas as toxinas
CrylF expressas em variedades comerciais de milho em cultivo no Brasil.

2.4. Comportamento higiénico

Comportamento higiénico (CH) é o mecanismo de defesa natural das abelhas,
sendo a capacidade de as operarias detectarem e removerem dentro das col6nias larvas
mortas, danificadas ou doentes, e a remog¢do de residuos ou impurezas do interior da
colméia (GRAMACHO & GONCALVES, 2000). Segundo Moretto (1993), a capacidade de
as abelhas controlarem a infestacdo de acaros Varroa destructor também esta
diretamente relacionada ao CH, apesar de ele néo classificar como comportamento

higiénico e sim capacidade de limpeza das abelhas.
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O CH é o principal mecanismo de resisténcia das abelhas contra pragas e doencas,
sendo este um dos principais objetivos perseguidos por trabalhos de melhoramento
genético das abelhas. A expressdo desse comportamento é determinada pelo gendtipo
das colbnias, sendo que abelhas africanizadas possuem maior capacidade de
desempenha-lo do que abelhas de linhagens européias (MESSAGE, 1979; GRAMACHO,
1995, 1999; GRAMACHO & GONCALVES, 1996). Outros fatores externos, como o fluxo e
a qualidade do alimento e também a idade das abelhas, podem influenciar a frequiéncia
do CH (THOMPSON, 1964; MOMOT & ROTHENBUHLER, 1971; MESSAGE &
GONGALVES, 1980).

Para realizar a limpeza da colméia, as abelhas inicialmente detectam as células
gue possuem crias doentes, realizam a desoperculacéo da célula e em seguida removem
a cria para fora da colméia antes que o patdégeno alcance o estagio infeccioso, evitando
gue a doenca seja transmitida para toda a colénia. (PARK et al., 1937; WOODROW &
HOLST, 1942; ROTHENBUHLER, 1964). Em relacédo a remocao de acaros de seu corpo,
as abelhas realizam movimentos vibratorios laterais do abdémen e posteriormente matam
0 acaro utilizando suas mandibulas.

Diversos trabalhos de avaliacdo do CH, melhoramento genético das coldnias, e
avaliacdo dos danos que a utilizacdo de agrotéxicos e organismos GM possa causar para
as abelhas vém sendo realizado, buscando alcancar uma melhor resisténcia das colonias,
reduzindo assim a utilizacdo de antibidticos e acaricidas para o combate de parasitas e

doencas nas colméias.

2.5. Varroa destructor

A Varroose é causada pelo acaro V. destructor, um ectoparasita da Familia
Varroidae, que se alimenta da hemolinfa das larvas, pupas e abelha adulta (BOTTA et al.,
2004). Além dos efeitos diretos causados as abelhas, como malformac@es, diminuicio do
tempo de vida médio e até mesmo a morte das abelhas, o acaro € vetor de doencas
provocadas pelo virus da paralisia aguda de abelhas (ABPV), o virus de abelhas Kashmir
(KBV) e o virus que deforma a asa (DWV) (CHEN et al., 2004).

Atualmente o V. destructor € um dos problemas que mais afetam o setor apicola,
sendo relacionado ao DCC por diversos autores (LE CONTE et al., 2010). No Brasil ainda
nao foram relatados casos comprovados de DCC, mas a ocorréncia de altas infestactes

de Varroa vem crescendo a cada ano.
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As fémeas do Varroa apresentam corpo oval achatado, de coloracdo castanho-
avermelhado, apresentando armadura bucal que Ihes permite penetrar o revestimento
quitinoso do corpo das abelhas para sugar a hemolinfa. (MURILHAS & CASACA, 2004).
As fémeas podem ser encontradas tanto fora dos alvéolos (fase forética), como dentro
(fase reprodutiva), onde parasitam as larvas e realizam a postura de seus ovos
(ROSENKRANZ et al., 2010). Os machos sdo menores e apresentam coloracéo corporal
mais clara que as fémeas, e ainda possuem pernas mais compridas. Estes séo
encontrados normalmente no interior dos alvéolos, onde realizam a fecundacdo das
fémeas. Apods a fecundacéo os machos morrem dentro dos alvéolos (SHAPIRO, 2011).

O ciclo de vida do acaro pode ser dividido em duas partes, uma parasitando as
abelhas adultas, e outro no interior dos alvéolos, aonde as fémeas irdo se alimentar da
hemolinfa das larvas e também realizardo a postura dos ovos. Toda a fase reprodutiva
acontece dentro dos alvéolos, onde normalmente um macho e duas ou trés fémeas irdo
nascer. Destas, uma a trés fémeas serdo fecundadas, dependendo se o alvéolo for de
zangbes ou de operarias. Apos a fecundacdo, no momento da desoperculacdo dos
alvéolos, as fémeas fecundadas sairdo do opérculo. Os machos e as fémeas nao
fecundadas irdo morrer (MURILHAS & CASACA, 2004).

Este ciclo é influenciado pela genética das abelhas, apresentando ou ndo um alto
indice de CH nas colbnias; pelo clima, sendo favoraveis as estacdes mais quentes do
ano, e também pela baixa oferta de pélen (MORETTO et al.,1996;1997).

O primeiro sinal da infestacdo é a presenca de abelhas adultas parasitadas pelos
acaros. Outro sinal que demonstra que a colméia possui problemas devido ao acaro
Varroa € a presenca de um grande numero de abelhas com asas deformadas, causado
pelo Deformed Wing Virus (DWV), normalmente transmitido pelo acaro. Com o aumento
do nimero de acaros na colbnia, outros sintomas podem ser verificados, como abelhas
rastejando na entrada da colméia, reducdo da populagdo e consegientemente um menor
desenvolvimento da col6nia. Quando a colénia possuir um numero elevado de acaros
ocorrera a incidéncia de diversas doencas causadas pelo virus transmitidos por eles,
podendo haver a morte de toda a colbnia. Apds esses sinais a colméia comecara a

reduzir sua populacao e consequentemente seu desenvolvimento (CALDERONE, 2002).

25



2.6. Nosemose

A Nosemose é causada pelo microsporidio Nosema ceranae, um parasita
intracelular altamente especializado que ataca o intestino médio das abelhas adultas,
causando a dilatagdo do abdémen, convulsdes, e diarréia nas abelhas (SINA et al., 2005).
A presenca do microsporidio pode danificar o sistema digestivo das abelhas, debilitando e
diminuindo a longevidade das abelhas, prejudicando assim sua capacidade de realizar
suas funcdes, tais como forrageamento, limpeza da colméia, nutricdo das crias, e
producdo de mel (CHEN et al, 2008; HIGES et al, 2008; WHITAKER et al, 2010).

A transmissdo da doenca ocorre quando as abelhas adultas ingerem os esporos do
microsporidio presente em alimentos contaminados, no momento do forrageamento, ou
guando realizam a remocédo de abelhas mortas ou doentes (HIGES et al., 2010). Dentro
do trato digestivo do hospedeiro, 0 esporo germina em aproximadamente 30 min.,
iniciando assim a replicacdo do parasita dentro da célula, e apos cinco dias da infeccao é
iniciada a producao de novos esporos (LARSSON, 1986). Estes esporos séo lancados no
intestino, passando para o reto, liberados junto com as fezes, podendo causar a
contaminacao de toda a colénia (SOMERVILLE & HORNITZKY, 2007).

A contaminacéo de toda a colbnia pode ocorrer porque os esporos de N. ceranae
podem permanecer viaveis nos favos por um periodo prolongado. Forsgren (2010)
verificou a presenca de esporos viaveis mesmo apos realizar o congelamento dos favos
contendo os esporos. Os principais sintomas que podem ser verificados em colénias com
alta taxa de infeccdo de Nosemose sao a presenca de abelhas rastejando sobre o alvado
e no chdo em frente & colméia, abelhas com asas desarticuladas e abdémen. Outra
evidéncia de que a colbnia se encontra doente é a presenca de diarréia nas paredes da
colméia (DGV, 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar os impactos da alimentacéo protéica
artificial contendo polen de milho geneticamente modificado (Bt) sobre colbnias de A.

mellifera.

3.2. Objetivos Especificos

i. Verificar a presenca da proteina CrylF em larvas de A. mellifera alimentadas com dietas
contendo polen de milho GM (evento TC1507);

Hipbtese: Ao coletarem o pdélen de milho geneticamente modificado (Bt), as abelhas
nutrizes ndo conseguem o distinguir do pélen de milho convencional, fornecendo-o as

crias. Estas absorvem a proteina CrylF, e a acumulam em seu organismo.

ii. Avaliar o impacto do pdélen de milho geneticamente (Bt) modificado sobre o
desenvolvimento populacional de colénias de A. mellifera;

Hipotese: O pdélen de milho geneticamente modificado (Bt) atua negativamente sobre as
colbénias de A. mellifera, impactando diretamente no desenvolvimento da colbnia, devido a

acdo direta ou indireta da proteina CrylF e sua acao inseticida sobre insetos ndo-alvo.

iii. Determinar a influéncia da alimentacdo com pélen de milho GM (evento TC1507) em
relacdo a sanidade apicola de colbnias de A. mellifera.

Hipotese: Devido aos efeitos sub-letais da proteina CrylF, as abelhas alimentadas com
polen de milho geneticamente modificado (Bt) apresentam maior susceptibilidade a

doencas e ataques de pragas, como a Nosemose e ao acaro Varroa.
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3.3. Hipotese Geral

HO: A abelha A. mellifera ndo é susceptivel aos efeitos toxicos da proteina CrylF, sendo
gue o pdélen de milho geneticamente modificado, fornecido como alimento protéico, nao
causa impactos adversos em colénias de A. mellifera, ndo influenciando no

desenvolvimento e na sanidade apicola das col6nias.

H1: A abelha A. mellifera é susceptivel aos efeitos toxicos da proteina CrylF, sendo que o
pélen de milho geneticamente modificado, fornecido como alimento protéico causa
impactos adversos em colonias de A. mellifera, reduzindo o desenvolvimento das colbnias

e tornando-as suscetiveis a pragas e doencas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Implantacdo do Experimento

Para a realizacdo do presente trabalho foi instalado um apiario contendo 20
colonias de A. mellifera na Cidade das Abelhas, localizada no bairro Saco Grande no
municipio de Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil. As col6nias foram adquiridas em
nacleos de quatro quadros, sendo trés quadros de cria e um de mel. Posteriormente as
mesmas foram transferidas para colméias do tipo Langstroth (Figura 1a), sendo inseridos
seis quadros com cera alveolada para completar os 10 quadros. Todas as col6nias
possuiam rainhas nascidas no ano de 2013. Ap6s um periodo de adaptacao das colénias
as mesmas foram transferidas para os locais definitivos no apiério para a realizacao dos

experimentos (Figura 1b).

< RN B T

Figura 1 - Coldnias de A. mellifera logo ap6s sua transferéncia para colméias tipo Langstroth (a); colméias
prontas para realiza¢éo dos experimentos (b).

Para a obtencdo do pdlen foram realizados dois plantios de milho na Fazenda
Experimental da Ressacada, localizada no municipio de Florianopolis, nos quais foram
utilizadas sementes dos hibridos comerciais de milho com tecnologia Herculex* | (TC
1507) da empresa Dow AgroSciences, que expressa a proteina CrylF, e de sua
respectiva linha isogénica (Figura 2a). Os plantios foram realizados nos dias 18/03/2013 e
18/10/2013, respectivamente. Cada plantio foi composto por seis linhas de 40 m cada,

com espacamento de 0,8 m entre linhas.
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Imediatamente apds o pendoamento do milho foi iniciada a cobertura dos penddes
com sacos de papel cristal para embalar frutos de tamanho 18x25 cm (Figura 2b). Os
sacos foram fechados na base do penddo com auxilio de arame. A coleta foi realizada 24
h ap6s o ensacamento, sendo realizado o corte da base do pendao.

ApoOs a coleta dos sacos, os penddes foram acondicionados em sacos plasticos de
100l e, posteriormente, levados para o Laboratorio de Entomologia Agricola, do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina, onde foi realizada a
retirada do pélen. Para tanto os sacos de papel foram abertos sobre uma bandeja branca,
onde foi realizada a separacdo do pélen dos penddes. Apds a separacdo o polen foi
peneirado para a retirada de impurezas, sendo utilizada uma peneira com tela de 2x2mm.

Para verificar a presenca da proteina CrylF no polen e verificar se a amostra da
respectiva linha isogénica estava contaminada ou ndo por proteina Cry foram utilizadas
tiras do kit QuickStix da Envirologix para deteccao de proteina CrylF. Para tanto, 10g de
pélen de cada amostra foram macerados em cadinho com auxilio de um pistilo em 100mL
de &gua destilada. As amostras foram agitadas e deixadas em repouso por 1min. Em
seguida foi colocada uma tira por amostra de pdlen, realizando a interpretacdo apés 5min.

Posteriormente, as amostras de polen foram colocadas em potes de plasticos
identificados com data e tipos de pélen e mantidas em freezer a -24 °C até o momento do
preparo dos alimentos protéicos (Figuras 2c e 2d).

Figura 2 - Plantio de milho Bt para realizagdo da coleta de pélen (a); Inflorescéncias masculinas de milho
ensacadas para a realizagdo da coleta do polen (b); Pélen do milho Herculex® (Evento TC1507) (c), e plen de
milho da linha isogénica (d).
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4.1.1. Desenho experimental

O experimento foi composto por quatro tratamentos:: T1 - colbnias alimentadas
com alimento protéico contendo poélen de milho Bt (evento CrylF) em sua composicao; T2
- coldnias alimentadas com alimento protéico com polen de milho da linha isogénica ndo
GM; T3 - colbnias alimentadas com alimento protéico sem adicdo de pédlen, e T4 -
colénias ndo alimentadas com alimento protéico, tendo acesso somente a flora apicola
disponivel na regido, sendo este o tratamento testemunha.

Para garantir que as abelhas consumissem apenas o alimento fornecido, foram
instalados coletores de pdlen na entrada das colméias dos tratamentos 1, 2 e 3,

impedindo assim a entrada de polen externo (Figura 3).

Figura 3 - Colméia com coletor de pdlen instalado sobre o alvado (a), colméia sem o coletor de pélen (b). A seta
demonstra o coletor de pélen instalado.

O alimento foi fornecido nas datas 19 e 26 de fevereiro e 5 de margo de 2014,
respectivamente. Foram realizadas duas coletas de dados, uma antes e outra apos o
fornecimento de alimento. As coletas de dados antes da aplicacéo dos tratamentos foram
realizadas nos dias 4, 5 e 6 de fevereiro, e as coletas apés o fornecimento dos alimentos

protéicos foram realizadas nos dias 7, 8 e 9 de margo. O delineamento experimental
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utilizado foi o Completamente Casualizado, sendo que cada tratamento (formulacdo do

alimento protéico) foi composto de 5 repeticdes e a unidade experimental foi uma colméia.

4.2. Preparo do alimento protéico

Foram preparados trés tipos de alimentos protéicos, um contendo pélen do milho
Bt da variedade Herculex, que expressa a proteina CrylF, um contendo pélen do milho da
respectiva linha isogénica do milho Herculex, que ndo expressa a proteina CrylF, e o
terceiro sem adicdo de polen, utilizados nos tratamentos T1, T2 e T3, respectivamente.
Para o preparo do alimento contendo poélen foi utilizado xarope de aglcar na proporcao
80:20 (80% de xarope de acucar e 20% de pdlen). O alimento sem adicdo de pdlen foi
feito na proporgéo de 2:2:6 (20% de levedura de cerveja; 20% de proteina texturizada de
soja (PTS) e 60% de xarope de acucar) (PINTO et al., 2010).

4.3. Fornecimento do alimento protéico para as abelhas

Devido a inexisténcia de protocolos padronizados sobre fornecimento de
alimentacdo protéica contendo pdlen diretamente nos alimentadores instalados nas
colméias para as abelhas operarias realizarem a coleta, foi realizada a adaptacdo de
protocolos de trabalhos que utilizaram alimentacdo in vitro de larvas de A. mellifera.
Estudos dos efeitos da proteina Cry sobre A. mellifera utilizam larvas criadas em
laboratério alimentadas individualmente com alimentos protéicos contendo proteina Cry
purificada ou polen de milho Bt em sua composicdo. Alguns protocolos fornecem de 1,5 a
2 mg de polen para cada larva (HARLEYet al., 2003; HENDRIKSMA et al., 2011). Como o
alimento nao foi fornecido diretamente as larvas e o alimento coletado pelas abelhas
operarias foi destinado a alimentacdo das crias e também ao armazenamento de pdlen
nos favos, o presente estudo foi realizado com a dosagem de 2 mg de pélen por célula de
cria. Foram utilizadas colméias contendo em média 4 quadros de crias, sendo 2 de crias
abertas e 2 de crias operculadas, e que cada favo possui 7200 células. Para determinar a
guantidade de pdlen a ser fornecido por colméia foi utilizado o seguinte célculo:
Quantidade de pdélen = 7200 (células)*2 (favos de cria aberta)*2 (mg de pdlen), resultando
em 28,89 de pdlen por colméia. Este alimento foi fornecido nos tempos 0, 7 e 14 dias, e a
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cada introducéo de alimento foi verificada a aceitacdo do alimento a partir da avaliacdo da

presenca ou nao de restos do alimento nos alimentadores.

4.4. Deteccéo e quantificacdo da proteina CrylF no pdlen

4.4.1. Extracdo da proteina CrylF do pdlen

Para a quantificacdo da proteina CrylF, as amostras de pélen foram maceradas
com nitrogénio liquido e extraidas com agitacdo constante em uma propor¢ao 1:20 (peso:
volume) em um tampéao de extracdo contendo 50 mM CAPS, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA
e 2 mM DTT e tablete de inibidor de protease (Roche), sob pH 10,8. ApGs a maceracao,
as amostras foram colocadas em tubos Eppendorf e deixadas agitando em gelo por 30
min. Posteriormente, foram centrifugadas a 15000g por 10 min a 4°C. As aliquotas foram
armazenadas em freezer -20°C até a analise. Este protocolo foi adaptado de Mekawi
(2009).

4.4.2. Método Western Blotting 1D

Para detectar e quantificar a proteina CRY1F no pélen de milho Herculex® (evento
TC1507) foi utilizada a técnica de Western Blotting. A amostra de p6len da linha isogénica
(ndo GM) foi utilizada como controle negativo e a proteina CrylF bacterial purificada
Abraxis em trés concentracdes (15, 10, 5 e 2,5 ng) como controle positivo. O protocolo de
Western Blot utilizado foi adaptado de Mekawi (2009).

4.4.3. SDS-PAGE

Foram preparados géis desnaturantes de poliacrilamida, de 0,75 mm de espessura,
contendo Tris-HCI (0,4 M pH 8,8), Acrilamida (12% m/v), Bisacrilamida (0,3% m/v), SDS
(0,1% m/v), persulfato de aménio (0,05% m/v) e Temed (0,05% v/v) (Figura 4a).

Utilizaram-se quatro amostras de polen, sendo trés amostras GM coletadas em

diferentes datas e uma de polen da linha isogénica. As amostras foram diluidas na
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proporcao de 1:200, sendo utilizados 5 ug em 1 (um) ml de PBS. Das solucfes obtidas
utilizaram-se aliquotas de 5 pl, as quais foram desnaturadas a 95°C por 5 min em
termociclador. Posteriormente, essas amostras foram diluidas em um volume final de 15pl
na relacdo de 4:1 de amostra e tampéao de desnaturacao contendo 10% glicerol, 2% SDS,
0,05% azul de bromofenol, 250mM DTT e 62,5mM Tris-HCI (pH 6,8); sendo o DTT
adicionado no momento da desnaturagdo. As amostras diluidas em tampdo de
desnaturacdo e os controles foram carregados no gel e em um dos pocinhos foi
adicionado o marcador de peso molecular Precision Plus Unstained Protein Standard
(Bio-Rad). Antes da corrida, foi adicionado tamp&o contendo Tris-base (0,3% m/v), Glicina
(1,4% m/v) e SDS (0,1% m/v) na cuba. A corrida foi feita utilizando-se um sistema de
eletroforese vertical Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad) conforme as recomendac¢bes do
fabricante (60V constante por aproximadamente 60 min) (Figura 4b).

Os geéis foram feitos em duplicatas, sendo um gel utilizado para transferéncia e
outro corado com Coomassie Brilliant Blue G250, segundo a metodologia proposta por
Neuhoffet al. (1988). Os géis foram corados com uma solucdo de Coomassie Billiant Blue
G250 coloidal seguindo os passos de fixacdo overnight (etanol 40% v/v e acido acético
10% v/v), coloracdo por 24 h (sulfato de ambénio 8% m/v, acido fosférico 2% viv e
Coomassie Billiant Blue G250 0,1% m/v), neutralizagdo por 3 min (Tris-base 12M pH 6,5),
descoloracao por 3 min (metanol 25% v/v) e solucdo de estabilizacédo por 3 min (sulfato de

amonio 20% v/v).

4.4.4. Transferéncia semi-seca de proteinas em membrana de nitrocelulose

Para a transferéncia das proteinas separadas em SDS-PAGE foi realizado o corte
da membrana do mesmo tamanho do gel e preparado o sanduiche de transferéncia no
transferidor Minitransfer Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad). Primeiramente, a
membrana e o gel recém retirados da cuba foram colocados em tampéao de transferéncia
para equilibrio contendo 25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% v/v metanol. O sanduiche foi
preparado com uma camada de fiber pad saturado com tampéao, papel filtro, membrana,
gel, papel filtro e outro fiber pad. Foi realizada a corrida com 350 mA por

aproximadamente 75 min (Figura 4c).
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4.4.5. Imuno-deteccao da proteina com anticorpos especificos

Apoés a corrida, foi retirada a membrana e lavada 5 vezes por 3 min em tampé&o
TBS-T (150 mM NaCl, 50 mM Tris base, 0,1% Tween 20) com agitacdo constante a
temperatura ambiente. A membrana foi colocada na solucdo de bloqueio contendo 5% de
leite em po6 desnatado (5% m/v) e tampdo PBS-T (8 mM NaH2PO4, 137 mM NacCl, 2,7
mM KCI, 1,5 mM KH2PO4, 0,1% de Tween 20) por 2 h sob agitacdo a temperatura
ambiente. Foi realizada a lavagem da membrana bloqueada 5 vezes por 3 min na solucéo
TBS-T com agitacdo constante a temperatura ambiente. Posteriormente, a membrana foi
incubada com 10 ml do anticorpo primario anti- CrylF policlonal (Abraxis) (1:1000 de
anticorpo diluido na solucdo de TBS-T com 2,5% de leite em p6 desnatado) por 1,5a 2 h
sob agitacdo a temperatura ambiente. Posteriormente, a membrana foi lavada com
solugdo TBS-T 5 vezes por 3 min a temperatura ambiente. Em seguida a membrana foi
colocada em contato com 15 ml de anticorpo secundario policlonal anti-IlgG de coelho
(1:30000 de anticorpo secundario para solucdo de TBS-T) por 1 h sob agitacdo a
temperatura ambiente. Apds este procedimento, foi feita a revelacdo das membranas pelo
processo de fluorescéncia utilizando-se o kit Amersham ECL Advance Western Blotting
Detection Kit (GE) conforme indica¢des do fabricante. A membrana foi lavada novamente
com solucdo TBS-T por 3 vezes e 2 vezes com TBS. Para a revelacdo, foram utilizados
0s reagentes de coloracdo do kit e as imagens foram captadas com ajuda do
fotodocumentador ChemiDoc™ MP System (Figura 4d). Para interpretar os resultados
gerados pela revelacdo das membranas foi utilizado o programa ImagelLab 4.1 da BIO-
RAD (Figura 4e).
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Figura 4 - Gel desnaturantes de poliacrilamida de 0,75 mm de espessura para realizagdo de SDS-PAGE (a),
corrida de amostras em gel de poliacrilamida em sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN® (b);
Transferéncia semi-seca de proteinas em sistema eletroforese vertical Mini-PROTEAN (c); fotodocumentador
ChemiDoc™ MP System (d); utilizagdo do programa ImageLab 4.1 da BIO-RAD (e).

4.5. Analise da presenca da proteina CrylF em larvas de A. mellifera

Para a realizacdo deteccdo de proteina CrylF foram coletadas 100 larvas de A.
mellifera de 10 a 14 dias das colbnias receberam alimento contendo pélen do milho Bt,
logo apos o encerramento do fornecimento da alimentacao protéica artificial nos dias 8 e 9
de marco de 2014 (Figura 9a). Apos a coleta as larvas foram levadas para o laboratorio e
mantidas em freezer a -20°C, posteriormente maceradas com agitagdo constante em uma
proporcao 1:20 (peso: volume) em um tampéao de extracdo contendo 50 mM CAPS, 100
mM NaCl, 2 mM EDTA e 2 mM DTT e tablete de inibidor de protease (Roche), sob pH
10,8 (Figura 9b). Ap6s a maceracdo, as amostras foram deixadas agitando em gelo por
30 min. Posteriormente, foram centrifugadas a 15000g por 10 min a 4°C. As aliquotas
foram armazenadas em freezer -20°C até a andlise (Figura 9c). Este protocolo foi
adaptado de Mekawi (2009).
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Figura 5 - Amostra de larvas de A. mellifera (a), pupas de A. mellifera maceradas em tampao de extracao (b),
amostra macerada mantida em gelo (c).

Para verificar a presenca ou auséncia da proteina CrylF nas larvas foram

utilizados os mesmos protocolos utilizados para deteccdo de proteina CrylF no pélen.

4.6. Avaliagdes nas colméias

4.6.2. Analise de comportamento higiénico

A avaliagdo do comportamento higiénico das abelhas foi realizada usando o
método descrito por Newton e Ostasiewski (1986) e modificado por Gramacho e
Gongalves (1994). Foi retirado um quadro de crias operculadas de operarias com idade
de 10 a 14 dias (pupa de olho rosa) de cada colénia. Neste quadro foram selecionadas
areas vizinhas, contendo 100 células operculadas cada areas (10 linhas por 10 fileiras),
sendo uma area para perfuracdo (Area A) e a outra area para controle ou testemunha,
sem perfuragdo (Area B). As células vazias encontradas nas areas selecionadas foram
contadas para realizar o ajuste na porcentagem. As areas foram selecionadas para
controle e perfuracao e foram demarcadas usando-se uma folha de transparéncia. Foram
perfuradas 100 células com crias operculadas de operarias com auxilio de um alfinete
entomologico n° 2 (alfinete ou agulha de costura de tamanho pequeno) (Figura 6a). Apos
a perfuracao (Figura 6b), o quadro foi devolvido para a colméia de onde foi retirado e,

apos 24 h, foi realizada a contagem de células vazias tanto na area A como na B
(controle).
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Figura 6 - Perfuracédo de células de crias operculadas para a realizagdo da avaliacdo do comportamento higiénico

de A. mellifera (a), Area do favo contendo 100 células de cria operculada perfuradas (b) A seta indica célula
operculada perfurada.

Foi calculado o fator de corregao “Z” (Moretto, 1993), que corresponde a taxa de
limpeza natural do controle, sendo calculado e descontado do valor das crias removidas
nas areas tratadas. Assim, o valor estimado para o comportamento higiénico da colénia

foi considerado somente quando o Z no controle foi igual ou inferior a 10%, isto €, se nao

existiam mais de 10 células vazias apos 24 h.

A férmula de estimativa do fator de correcao Z utilizada foi

Z = (Y x 100)/A
Y=C-B

Onde:

Z = Porcentagem de células onde a cria operculada foi removida naturalmente no
controle;
A = Numero de células operculadas no controle antes da avaliacao;

Y = Numero de células onde a cria foi removida naturalmente no controle,

Foram realizados dois testes por colénia, um antes da aplicagao dos tratamentos e
um 30 dias apds o primeiro fornecimento de alimento.

C = Numero de células vazias na area controle apés 24 h;

B = Numero de células vazias na area controle antes da avaliagao.
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4.6.3. Avaliacédo de presenca de acaros Varroa

O nivel de infestagdo de V. destructor em abelhas adultas foi realizado a partir da
coleta de aproximadamente 300 abelhas adultas aderentes a trés quadros de cada
colénia (Figura 7a), as quais foram transferidas para um recipiente contendo etanol 70%.
Em seguida os recipientes foram tampados e etiquetados. O teste foi repetido duas vezes,
sendo o primeiro antes da aplicacdo dos tratamentos e o segundo depois do udltimo
fornecimento de alimento as colbnias.

Os recipientes contendo as abelhas foram agitados por trés vezes para a liberacao
dos acaros do corpo das abelhas e, posteriormente, o contetdo foi despejado sobre uma

peneira que retinha as abelhas e permitia a passagem dos acaros para uma bandeja

branca (Figura 7b).

Figura 7 - Coleta de abelhas operarias aderidas aos quadros para a realiza¢gdo da avalia¢cdo de infestacdo por
Varroa (a), abelhas em recipiente branco apos a separacdo dos acaros. A seta demonstra a presenca dos acaros

(b).

Foi realizada a contagem e o registro de acaros e de abelhas de cada amostra,
sendo posteriormente determinado o nivel de infestacdo por colénia (adaptado de De
Jong et al., 1982). O nivel de infestacdo de acaros sobre as abelhas adultas (NA) foi

estimado utilizando a seguinte formula:

NA = (Ac/AB) x 100
Onde:
Ac = NUmero de acaros adultos

AB = Numero de abelhas
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4.6.4. Avaliacao de incidéncia de Nosemose

A avaliacdo da incidéncia de Nosema ssp. foi realizada de acordo com o protocolo
de monitoramento para avaliagdo de Nosemose proposto pelo Laboratorio de Artropodos
da Facultad de Ciencias Exactas y Naturales da Universidad Nacional de Mar del Plata
(2006). Este protocolo é baseado na técnica de Cantwell (1970) modificada por Fries
(1984). De cada uma das colméias foi realizada a coleta de amostras de no minimo 100
abelhas campeiras que estdo retornando para a colméia e estas foram acondicionadas
em uma solucéo de formol a 4% (Figura 8). As coletas foram realizadas em horario de v6o
méaximo (11:00 as 15:00), tempo ensolarado e temperatura superior a 20°C. Os frascos
com as amostras coletadas foram fechados hermeticamente e identificados com data e

local de coleta.

Figura 8 - Amostras de abelhas A. mellifera em solucdo de formol a 4% para analise de incidéncia de Nosemose.

Para a quantificacdo da abundancia de esporos foram separados 60 abdomens
das abelhas (Figura 9a b), os quais foram macerados em um cadinho de porcelana,
sendo acrescentados aos poucos 60 ml de agua destilada. Este macerado foi filtrado em
uma peneira com tela de 2 x 2 mm para a retencdo dos tecidos do abdémen. O
procedimento de contagem dos esporos foi realizado com uma aliquota de 10 pl da
suspensao resultante do macerado, a qual foi depositada em uma camara de Neubauer
(hemocitdmetro) com auxilio de uma micropipeta (Figura 9c). A visualizacdo dos esporos

foi realizada utilizando microscopia (Figura 9d).
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Figura 9 - Amostra de 60 abelhas A. mellifera (a), abdomens separados do térax das abelhas (b), aplicagdo do
macerado dos abdomens em camara de Neubauer (c), visualizacao dos esporos de Nosema ssp a partir de
microscopia (d).

Quando foi observado mais de 1 esporo por quadrado pequeno da camara, foram
contados cinco quadrados grandes (quatro cantos e central). A abundancia foi obtida por

meio da seguinte férmula:

Abundancia = Esporos ml™ = n° esporos contados x 5 x 10.000

Quando foi observado menos de 1 esporo por quadrado pequeno, foram contados
todos os 25 quadrados grandes. Neste caso, a abundancia foi obtida por meio da seguinte
formula:

Abundancia = Esporos ml™ = n° esporos contados x 10.000.

A prevaléncia de cada amostra foi obtida a partir de uma subamostra de 20
abelhas de cada colméia. De cada abelha, individualmente, foi retirado o ventriculo e este
foi macerado em 0,5 ml de agua destilada. Deste macerado foi retirada uma aliquota de
50 pl, colocada em uma lamina, coberta com uma laminula e observada em microscépio
Optico com aumento de 450x. Os valores foram registrados como presencga ou auséncia
de esporos em cada uma das 20 amostras.
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4.6.5. Avaliacao do desenvolvimento das colbnias

Foram realizadas em todas as parcelas andlises das seguintes variaveis
relacionadas com o desenvolvimento das colbnias: numero total de favos; numero total de
favos de mel; nimero total de favos de pdélen; numero total de favos vazios; niumero total
de favos abertos com mel e niumero total de favos abertos com poélen (Figura 10). Estas
avaliacbes foram realizadas antes e depois da instalacdo dos tratamentos com a

alimentacdo artificial.

Figura 10 - Visualizacao de populacéo de abelhas A. mellifera sobre os quadros (a), quadro contendo favo de
crias operculadas(b). abelhas aderidas a quadro de mel (c¢); quadro contendo favo de mel (d).
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4.7. Analise estatistica

Para a realizacdo do presente trabalho foram utilizadas como unidade amostral
colonias de A. mellifera. Por se tratar de populacdes e ndo de um individuo e pelo fato de
qgue dentro de uma populagédo hé variacdo genética entre os individuos, estas unidades
nao foram consideradas parcelas homogéneas. Para que essas variacbes nao
interferissem nos resultados, foram realizadas coletas de dados antes e depois da
aplicacdo dos tratamentos. Portanto, para a realizacdo das analises estatisticas foi

utilizada a seguinte formula:

VF = VDT - VAT,

Onde:

VF = valores utilizados para a realizagéo das andlises estatisticas;
VDT = valores coletados depois da aplicacdo dos tratamentos;

VAT = valores coletados antes da aplicacdo dos tratamentos.

As variaveis analisadas foram indice de comportamento higiénico, indice de
infestacdo de Nosemose, indice de acaros Varroa por colméia e desenvolvimento da
colénia (numero total de favos de cria, de polen, de mel e cera alveolada). Os dados
obtidos foram analisados por meio da linguagem R, sendo submetidos a ANOVA e,
guando necessério, ao teste de separacao de médias Tukey (5%).
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5. RESULTADOS

5.1. Comportamento higiénico

Os resultados demonstraram que, com exce¢do de uma colbnia alimentada com
polen de milho Bt, que apresentou porcentagem de 63% de retirada de larvas mortas das
células perfuradas, todas as demais colméias manifestaram um comportamento higiénico
acima de 80%, independentemente do alimento fornecido (Figura 11 a e Figura 11b).
Segundo Gramacho & Goncalves (1997), as colméias que possuem comportamento
higiénico acima de 80% podem ser consideradas higiénicas.

Figura 11 - Area de células perfuradas e totalmente limpas pelas abelhas que ndo receberam alimento com pélen
de milho Bt (a), &rea de células perfuradas e com menor porcentagem de retirada de larvas mortas pelas abelhas
alimentadas com poélen de milho Bt (b).

Apesar de todas as colbnias serem classificadas como higiénicas, foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 1), sendo que as colméias
alimentadas com poélen de milho Bt manifestaram a menor taxa de CH apdés o final do
fornecimento de alimento protéico artificial. Na tabela 1, a segunda avaliacdo do
comportamento higiénico das colméias alimentadas com pdlen de milho Bt apresentou
porcentagem de CH de 83,4%, resultando numa queda acentuada em relagédo a avaliacao
realizada antes do fornecimento de alimento (93,6%).

Nos outros trés tratamentos, ndo houve diferenca significativa, antes ou depois do
fornecimento do alimento protéico.
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Tabela 1 — Porcentagem media de comportamento higiénico (%) em coldnias de A. mellifera

Compélen  Com poélen da

o ,
CH (%) Transgénico linha isogénica Sem polen Testemunha
Antes 93,6 93,8 93,6 93,6
Depois 83,40 a 93,20 b 93,80 b 92,80 b
Diferenca (depois-antes) -10,20 a -0,60 b 0,20 b -0,80 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) = 5,46

A partir dos resultados alcancados € possivel levantar a hipotese de que efeitos
sub-letais causados pela acdo toxica da proteina CrylF sobre as abelhas foram
responsaveis pelo menor comportamento higiénico, uma vez que o0s detentores da
tecnologia solicitaram e a CTNBIo considerou que a composi¢cao centesimal da variedade
GM era equivalente a da linha isogénica (CTNBio, Processo: 01200.007232/2006-07,
2008). Porem, no parecer técnico de liberacdo do milho Herculex® citado acima néao
foram encontradas informacdes se foram realizados experimentos que comprovem que a

CrylF ndo provoca impactos sobre a sobre a sanidade de A. mellifera.

5.2. indice de infestac&o de Varroa destructor (IIV)

Os resultados demonstram que as colonias alimentadas com polen de milho Bt
obtiveram os maiores indices de infestacdo por Varroa (Tabela 2). A média do IIV das
colénias alimentadas com pélen Bt foi a maior apds o fornecimento do alimento (5,09),
seguida da média das col6nias alimentadas com o polen da linha isogénica (3,24), da
testemunha (3,04), e por ultimo, a menor média foi a das coldénias que receberam
alimento sem adicdo de polen (2,46). O tratamento com pélen Bt também apresentou a
diferenca entre a primeira e a segunda avaliacéo.

Este aumento do 1V nas colbnias alimentadas com o polen de milho Bt pode ter
sido influenciado pela redugdo do comportamento higiénico das abelhas operérias, que
provoca a queda da capacidade de as abelhas detectarem a presenca do &caro em seus

corpos e realizar a remog¢do do mesmo.
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Tabela 2 — Numero médio (n) de acaro V. destructor por abelha adulta da espécie A. mellifera.

1\ Com pplgn Com POIeAn gla Sem pdlen  Testemunha
Transgeénico linha isogénica
Antes 2,34 4,32 2,77 2,67
Depois 5,09 a 3,24 Db 2,46 b 3,04 b
Diferenca (depois-antes) 2,75a -1,08 b -0,31b 0,36 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) = 42,3

5.3. Nosemose

Os resultados demonstraram que o fornecimento de pdlen de milho Bt néo
influenciou na abundéncia de esporos de Nosema ssp. nas abelhas adultas. As médias
de abundéancia nao diferiram estatisticamente entre si nos tratamentos aplicados (Tabela
3). Em todos os tratamentos ocorreu um aumento dos esporos de Nosema ssp na leitura
feita apds a aplicacdo dos tratamentos, possivelmente pela evolucdo da doenca no
apiario.

Tabela 3 — Numero médio de esporos de Nosema ssp por abelha adulta da espécie A. mellifera.

Com poélen Com polen da

Esporos de Nosema spp Transgénico linha isogénica Sem pdlen Testemunha
Antes 2.630.000 940.000 2.930.000 1.480.000
Depois 3.890.000 a 3.740.000 a 5.270.000 a 3.740.000 a
Diferenga 1.260.000 a 2.800.000 a 2.340.000 a 2.260.000 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) = = 53,4
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5.4. Desenvolvimento das colbnias

N&o foram verificadas diferencas significativas entre os tratamentos em relacédo ao
desenvolvimento das colbnias. Todas as variaveis apresentaram meédias similares, as
colénias apresentaram apenas um desenvolvimento regular devido a baixa oferta de flora
apicola no momento das avaliacbes (Tabelas 4, 5, 6).

Mesmo em relacdo a quantidade de quadros utilizados exclusivamente para
armazenamento de poélen ndo foram verificadas diferencas significativas, o que demonstra
qgue as abelhas aceitaram o fornecimento do pélen transgénico e nao transgénico (Tabela
7).

Tabela 4 — Numero médio de favos contendo crias (larvas e pupas) em col6nias de A. mellifera.

Numero de favos Com poélen Com pélen da )
. . ) R Sem pdlen Testemunha
de cria Transgénico linha isogénica
Antes 5,4 5,2 5,2 4.8
Depois 6,3 6,2 5,8 6,7
Diferenca 0,80 a 1,20 a 0,60 a 1,80 a

Médias seguidas pela mesma letra néo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) =15,33

Tabela 5 — Numero médio de favos contendo p6len armazenado em colbnias de A. mellifera.

Numero de favos com Com polen Com polen da

) o ) S Sem pélen Testemunha
polen Transgénico linha isogénica
Antes 0,2 0,4 0,4 0,75
Depois 0,00 a 0,20 a 0,40 a 0,40 a
Diferenca -0,20 a -0,20 a 0,00 a -0,20 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) =38,8
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Tabela 6 — Numero médio de favos contendo mel (operculado) em coldnias de A. mellifera

Numero de favos com Com polen Com pélen da .
A ; SN Sem polen Testemunha
mel Transgénico  linha isogénica
Antes 1,6 2 2 2,6
Depois 1,40 a 1,00 a 1,60 a 1,40 a
Diferenca -0,20 a -1,00 a -0,40 a -1,20 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) =51,1

Tabela 7 — Numero médio de quadros contendo cera alveolada em col6nias de A. mellifera.

Numero de quadroscom  Com pdlen Com polen da

cera alveolada Transgénico linha isogénica Sem polen Testemunha
Antes 1,2 1,8 1 0,4
Depois 0,80 a 1,40 a 1,40 a 0,00 a
Diferenca -0,40 a -0,40 a 0,40 a -0,40 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) =29,9

Em relagéo a coleta do alimento fornecido as abelhas, verificou-se que as abelhas
coletaram todo o alimento contendo pdlen, indiferentemente se o alimento continha pdlen
do milho Bt ou da linha isogénica (Figura 12a). Ao contrario do que ocorreu com 0O
alimento contendo levedura de cerveja e PTS, sendo verificado que as abelhas coletaram

0 xarope e deixaram restos soélidos do alimento (Figura 12b).

Figura 12 - Alimentador de colméia que recebeu alimento com Ievedura de cerveja e PTS apresentando resto de
alimento, a seta demonstra os residuos sélidos (a), Alimentador de colméia que recebeu alimento contendo pélen
de milho Bt sem residuos de alimento (b).
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5.5. Deteccao de proteina CrylF nas larvas de A. mellifera

Verificou-se a presenca da proteina CrylF nas amostras de larvas de todas as
colénias que receberam alimento contendo pdélen de milho Bt, demonstrando que as

abelhas utilizaram o alimento fornecido para alimentarem as larvas (Figura 13).

e

%

Figura 13 - Detecgdo de proteina CrylF em larvas de A. mellifera em gel SDS-PAGE. A seta indica as amostras
de larvas apresentando a proteina CrylF.

5.6. Deteccao e quantificacao de proteina CrylF no pélen

O uso das tiras QuickStix demonstrou a presenca da proteina CrylF nas amostras
de polen do milho Herculex e também possibilitou verificar que as amostras de pdolen da
linha isogénica ndo apresentavam contaminagcdo com o polen do milho Bt. A tira com
apelas uma linha significa que néo foi detectada a proteina CrylF na amostra, sendo o
resultado negativo (Figura 18a). Ja a tira utilizada no pdlen Bt possui duas linhas,
demonstrando que a amostra possui a proteina CrylF em sua composigao (Figura 18b).

Para realizar a quantificacdo da proteina CrylF foi utilizada a técnica Western
Blotting. Através da metodologia aplicada foi possivel detectar a presenga da proteina
CrylF e também realizar sua quantificacdo. Também foi possivel comprovar que as
amostras de polen da linha isogénica do milho Herculex ndo possuiam contaminagdo com

a proteina Cryl1F (Figura 14).
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Figura 14 - Pélen do milho da linha isogenica ndo apresentando proteina CrylF (a) Detecgéo de proteina CrylF
no polen do milho Herculex® (b).

Os resultados demonstraram que a média das trés amostras avaliadas foi de 2,4
ng. Também foi possivel verificar que ndo havia nenhum traco da proteina CrylF na
amostra do pdélen da linha isogénica (Figura 15). Transformando os valores em relacdo a
diluicdo de pdlen utilizada na reacgéo, foi verificado que a concentracdo de proteina no
polen foi de 96 pg de CrylF/g de pdlen.
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Figura 15 - Extratos de pélen de milho Bt e sua respectiva linha isogénica em gel SDS-PAGE em filme com 1min
e 30s de exposicao.

Legenda: Coluna M — marcador molecular, Colunas 1, 2 e 3 — extrato de pdlen de milho Bt de diferentes datas de
coleta, Colunas 4, 5, 6 e 7 — Controle positivo, proteina purificada CrylF Abraxis em diferentes concentracdes
(15, 10, 5 e 2,5 ng), Coluna 8 — amostra de polen da linha isogénica.
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6. DISCUSSAO

Este estudo sobre avaliacdo do impacto da alimentacdo com pdlen de milho
transgénico sobre a sanidade apicola pode ser considerado pioneiro, pois ndo foram
encontrados trabalhos cientificos relacionando os OGMs com o comportamento higiénico
e infestac@o de acaro Varroa. Estudos relacionados com o impacto do pélen de milho Bt
normalmente sdo realizados em laboratério, avaliando os efeitos letais da proteina Cry
sobre larvas e abelhas adultas individualmente.

Existe ainda uma grande escassez de trabalhos realizados a campo para analisar
os efeitos subletais da proteina Cry sobre as abelhas. Siqueira et al., (2004) avaliaram
que os resultados encontrados em laboratério ndo podem ser extrapolados para
condi¢Bes de campo por se tratar de experimentos realizados com proteinas purificadas e
em ambiente controlado, sendo necessario realizar trabalhos a campo para avaliar os
niveis de exposicdo das abelhas a toxina, bem como verificar se estas permanecem
ativas quando em contato com o inseto. Assim, o presente estudo foi feito diretamente em
colméias a campo, visando dar robustez as inferéncias aqui apresentadas.

Foi verificado que existe diferenca de efeitos entre o polen Bt e aquele da sua
respectiva linha isogénica, sendo que as colonias alimentadas com Bt obtiveram os piores
indices de CH e infestacdo de Varroa. Além disso, o maior valor para a infeccdo de
Nosemose foi verificado no tratamento contendo polen de milho Bt, mesmo ndo sendo
observadas diferencas significativas neste caso.

Estes resultados levantam questionamentos sobre a equivaléncia substancial
solicitada pela proponente da tecnologia e aprovada pela CTNBio. Igualmente relevante
neste sentido sdo os resultados obtidos no presente trabalho, que corroboram com o0s
resultados alcancados por Bohn (2014), que rejeitou a hipotese de equivaléncia
substancial em cultivares de soja, encontrando diferencas entre as variedades
transgénicas, convencionais e cultivadas em sistemas organicos.

Os resultados também demonstraram que o polen de milho Bt pode causar
impactos sobre a sanidade apicola, devido a reducdo do indice de comportamento
higiénico das abelhas. Apds o fornecimento do alimento, as colénias ndo chegaram a
reduzir o CH a niveis que as tornassem nao higiénicas, mas a média das colbnias
alimentadas com pélen Bt, de 83,5%, chegou perto do limite para classificacdo das

colénias como higiénicas considerado por Gramacho e Gongalves (1997), que é de 80%.
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Como citado por diversos autores, o CH é o principal mecanismo de defesa das
abelhas contra ataques de pragas e doencas. Abelhas que apresentam alto indice de CH
possuem maior resisténcia a Cria Putrida Americana, Cria Putrida Européia, Cria Giz, e
também ao 4caro Varroa destructor (Moretto et al 1997). Oldroud (2007) verificou que
apesar de o pdlen Bt ndo apresentar efeitos letais sobre as abelhas, este pode causar
algum grau de estresse que de alguma maneira aumenta a susceptibilidade das abelhas a
acdo de patégenos como bactérias, acaros ou virus. Esse estresse pode, segundo o
autor, estar diretamente ligado a reducdo do comportamento higiénico, causado pelos
efeitos subletais do polen do milho Bt, podendo vir a provocar grandes impactos para a
sanidade apicola.

Os resultados também demonstraram que a alimentacdo com pdlen de milho Bt
influenciou na infestacdo de acaros Varroa. Foram verificadas diferencas significativas
entre os tratamentos, sendo que as colbnias do tratamento com polen Bt apresentaram o0s
maiores indices de infestacdo. Seguindo a classificacdo descrita por Spivak & Reuter
(2001), duas colbnias do tratamento Bt foram classificadas como tolerantes, pois
apresentaram indices de 7,9 e 5,8, respectivamente, as demais colbnias podem ser
classificadas como tolerantes ao acaro, pois apresentaram indices abaixo de 5,0.

Os resultados observados ndo sao suficientes para aferir se as abelhas se
tornaram mais susceptiveis ao acaro devido aos efeitos subletais do pdlen e
apresentaram reducdo da resisténcia ao mesmo, ou se reduziram a capacidade de
detectarem e retirarem o0s acaros de seus corpos devido a queda do comportamento
higiénico. Segundo Message (1997) a resisténcia a esse acaro € determinada por uma
complexa interacdo de mecanismos, como o0 pequeno tamanho das células de cria, tempo
reduzido de desenvolvimento da cria de operaria, taxa de infertilidade do acaro. Ja De
Jong (2003) verificou que o principal fator de resisténcia das abelhas ao acaro é
comportamento higiénico. Estudos mostram que o comportamento higiénico € um dos
mecanismos mais importantes para a sanidade apicola, sendo também o mais importante
para as abelhas controlarem a infestagdo do acaro no interior das coldnias, tanto nas crias
como nos individuos adultos.

A infestacdo de Nosemose nao foi influenciada pelo fornecimento de podlen Bt,
sendo que todas as colbnias apresentavam indices similares. Mesmo antes da aplicacao
dos tratamentos as col6nias apresentaram indice de infestagdo de esporos similar entre
elas. O indice de infestacdo de Nosemose encontrado pode ser classificado como baixo

para a realidade brasileira.
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Estes resultados ndo corroboram com o0s resultados encontrados por
pesquisadores da Universidade de Jena na Alemanha. Em seus estudos eles observaram
gue as abelhas infectadas por Nosema ssp e expostas a alimentos contendo pélen de
milho da variedade Mon810 e da variedade Btl76 apresentavam maior indice de
mortalidade que abelhas que ndo eram expostas a proteina Cry (KAATZ, 2005) . Ainda
segundo os pesquisadores, o uso de antibiéticos para combater a Nosemose néo tinha
efeito quando as abelhas eram expostas ao pélen do milho Bt. Segundo Sabugosa-
Madeira (2009) esses resultados levaram o autor do trabalho a admitir a possibilidade da
existéncia de uma interacdo da toxina Cry e o patégeno sobre o epitélio do intestino da
abelha, tornando-a mais sensivel a infeccéo.

O resultado das analises de deteccdo da proteina CrylF nas larvas das colbnias
alimentadas com polen Bt demonstrou que as abelhas utilizaram o pdélen do milho Bt
fornecido para alimentar as larvas. Isto corrobora com os resultados obtidos por Malone et
al (2001), os quais verificaram que as abelhas ndo possuem capacidade de distinguir
flores transgénicas de nao transgénicas. Com o aumento das lavouras de variedades
transgénicas e pela incapacidade de as abelhas distinguirem flores transgénicas, elas
estdo mais expostas a coletar pélen OGM contendo proteinas novas e estranhas ao
ambiente das colbénias (Sabugosa-Madeira et al., 2009).

Apbs coletar o poélen as abelhas armazenam-no nas células dos favos para
posteriormente utilizarem em sua alimentacdo e na das crias. Isso pode trazer outra
implicacdo na ecologia das col6nias, na reducdo da populacdo de tracas da cera das
espécies Achroia grisella e Galeria mellonella.

Ainda existe uma discordancia sobre a importancia das tracas da cera para as
coloénias de abelhas. Diversos autores descrevem as tracas da cera como uma praga,
causadora de danos aos favos, e prejudicial ao desenvolvimento das colbnias. Porém,
Sabugosa-Madeira et al. (2007) consideram que a traca da cera € um inseto benéfico
para as colonias, atuando como recicladora de matéria orgénica dentro delas. Além de se
alimentar de favos velhos, liberando espaco nas colméias, as tracas também sao
responsaveis por consumirem a cera, larvas mortas e restos de alimento de col6nias que
morreram, evitando assim que eventuais focos de doencas sejam transmitidos quando
abelhas visitam essas colméias para realizar a pilhagem (MELATHOPOULOS et al.,
2004)

Trevisan et al., (2013) verificaram que o polen do milho que expressa a proteina

CrylAb causa a morte significativa de larvas de Galleria mellonella. Ainda em relacdo a
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mortalidade de larvas de traca da cera, Harley et al., (2003) verificaram que larvas de G.
mellonella expostas ao polen de milho que expressa a proteina CrylF apresentaram
mortalidade total.

Segundo pesquisadores, em colméias mortas com sintomas de DCC nédo é
verificada a presenca de tracas da cera e também raramente sédo verificados casos de
pilhagem por outras abelhas (OLDROYD, 2007). Latsch (2007) concluiu que nos favos
abandonados pelas abelhas deve existir alguma substancia toxica para as tracas da cera
e também repelente para outros insetos como as abelhas.

Portanto, além dos efeitos subletais provocados pela exposicdo das abelhas ao
pélen do milho que expressa a proteina CrylF expostos no presente trabalho, existe a
possibilidade de esta alimentacdo causar a mortalidade das tracas presentes nas
colméias. Este pode ser um grande indicio de que os OGMs podem ter importancia para o
DCC.

As colbnias alimentadas com o pélen do milho Bt ndo apresentaram sinais de
reducéo de desenvolvimento. Esse resultado pode ter ocorrido devido ao fato de o efeito
subletal do polen Bt nado influenciar diretamente no desenvolvimento das abelhas, ou
porque esse efeito s6 sera verificado em longo prazo. Foram avaliados somente os efeitos
em curto prazo, em um tempo que pode ndo ter sido suficiente para que a coldnia
apresentasse sinais de reducao das atividades sociais das abelhas, como forrageamento,
limpeza da colbnia, alimentacdo das crias e postura da rainha. Normalmente as abelhas
operarias que emergem iniciam suas atividades campeiras apés vinte dias e este efeito
desta nova populacdo de abelhas que emergiu nédo foi observada pelas datas das
avaliacOes apds o tratamento.

Os resultados alcancados corroboram com trabalhos realizados por alguns autores,
gue também verificaram que o polen de milho transgénico nao influencia no
desenvolvimento das colénias (Hanley et al., 2003; Huang et al., 2004). Ja Ramirez-
Romero et al. (2008) observaram que tanto larvas como individuos adultos de A. mellifera
alimentadas com pélen de milho Bt apresentaram uma mortalidade superior em relagéo
aguelas alimentadas com pélen de milho ndo Bt, com aumento de 8% para 16%. A partir
desses resultados o autor concluiu que o pdlen transgénico pode causar impactos no
desenvolvimento da colonia.

Trabalhos realizados em laboratério com larvas e abelhas adultas demonstram que
o0 poOlen Bt ndo possui efeitos letais sobre as abelhas, o que também foi verificado no

presente trabalho. Em curto prazo as colénias ndo apresentaram reducdo do
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desenvolvimento apos a alimentacdo com polen Bt, e ndo foram encontradas colbnias
mortas ou colméias abandonadas.

Apesar de verificar que, em curto prazo, o pélen de milho Bt atua negativamente
sobre a sanidade das coldnias, reduzindo o comportamento higiénico e elevando a
infestacdo de acaro Varroa destructor, ndo é possivel, a partir dos resultados, inferir se
em longo prazo esses impactos poderdo causar uma reducdo mais acentuada no CH e
um aumento da infestacdo de Varroa a um nivel que torne as colbnias intolerantes.
Entretanto, o efeito adverso nas colbnias de abelhas foi detectado, e seria importante o
monitoramento em apiarios préximos de cultivos com variedades transgénicas.

Foi verificado que as abelhas possuiam maior preferéncia pela alimentacéo
contendo poélen, ndo importando se era com pélen Bt ou da linha isogénica, em relagcédo ao
alimento contendo proteina texturizada de soja (PTS), ja que foi verificada, a cada novo
fornecimento de pélen, a presenca de resto de alimento contendo PTS nos alimentadores,
o que ndo foi verificado nas colbnias que receberam alimento contendo pélen.

Os resultados alcancados neste trabalho contribuem para elucidacdo dos riscos
dos OGM sobre insetos néo alvos, pois como verificado por Kaiser et al. (2001), poucos
estudos tém investigado os efeitos subletais de proteina Bt em insetos nao-alvo. Os
efeitos subletais da proteina Cry ndo causam a morte das abelhas instantaneamente, mas
em longo prazo podem prejudicar sua sanidade ja que envolvem a reducdo do CH,
mecanismo importante de defesa das abelhas contra pragas e doencas, que quando
reduzido torna as abelhas mais vulneraveis ao ataque de pragas e doencas, as quais
podem vir a morrer. O resultado deste trabalho n&o possibilitou correlacionar o impacto do
pélen Bt e o DCC, pois ndo foram verificadas colbnias mortas ou mesmo que
abandonaram as colméias. Porém a reducdo do CH, o aumento da infestacdo de Varroa,
podem favorecer a ocorréncia deste fendbmeno, sendo que diversos autores como
Message, (2007) relacionam essas variaveis com o DCC.

Outro motivo apontado pelos pesquisadores como causa do DCC é o aumento do
uso de agrotoxicos nas lavouras. Porém, Ramirez-Romero et al. (2005,2008) verificaram
em seus estudos que o Imidaclopride, um neonicotinoide, ndo apresentou efeitos tao
duradouros e nocivos para as abelhas quanto aqueles provocados pela exposicao as
endotoxinas Cry do Bacillus thuringiensis. Apesar de n&o existirem comprovagoes
cientificas do efeito letal das endotoxinas Bt para as abelhas, diversos autores verificaram
efeitos deletérios em abelhas quando alimentadas com pdolen de milho Bt ou mesmo com
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a proteina Cry purificada (Vandenberg e Shimanuki, 1986; Vandenberg, 1990; Ramirez-
Romero et al, 2005, 2008)

Embora os efeitos adversos sobre a sanidade apicola tenham sido quantificados,
no presente trabalho ndo foi possivel identificar quais substancias presentes no milho Bt
seriam responsaveis pelos efeitos adversos encontrados. A hipdtese que surge é a
composicdo téxica expressa pela proteina CrylF para insetos ndo-alvo, em razao da
existéncia de literatura cientifica para tal. Alternativamente, fatores nutricionais ou mesmo
outras proteinas produzidas pelo milho transgénico, e ndo pela sua contraparte (linha
isogénica) tem sido verificado em diversos artigos (HEINEMANN et al., 2013; AGAPITO-
TENFEN et al.,, 2013; BOHN et al., 2014). Entretanto, tais novas proteinas ainda néo
foram suficientemente estudadas em termos de efeitos adversos a organismos nao alvos
das variedades de plantas transgénicas. Desta forma, este estudo ainda abre novos
desafios para a pesquisa sobre a biosseguranca dos OGMs.

Finalmente, este estudo contribui para o melhor entendimento dos tipos de riscos
gue devem ser avaliados antes da liberagdo de uma variedade de planta transgénica.
Espera-se que as autoridades regulatérias levem em conta nas decisées que tomardo os
resultados obtidos neste estudo. Esta contribuicdo € também um dos objetivos do
ECOLGEN, Nucleo Latino Americano de Ecologia do Genoma e Biodiversidade (The Latin
American Group/Institute for Genome Ecology and Biodiversity), vinculado a UFSC e

dedicado ao estudos dos biorriscos dos OGMs.
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7. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho demonstram que o pélen Bt que expressa a
proteina CrylF possui impactos subletais na abelha A. mellifera, reduzindo o
comportamento higiénico das coldnias e aumentando a infestacdo do acaro V. destructor
em abelhas adultas.

N&o foram verificadas diferencgas significativas em relacdo ao desenvolvimento das
colénias (numero de favos de cria, de mel e de pélen) e a infestacdo de N. ceranae.

No presente trabalho ndo foi possivel identificar qual a causa dos impactos do
polen de milho Bt sobre as abelhas, se € devido a diferencas nutricionais entre o milho Bt
e a sua respectiva linha isogénica ou se € devido a presenca de substancias toxicas
oriundas da expresséao da proteina CrylF no polen.

Os resultados ndo sédo suficientes para associar os impactos do polen do milho Bt
sobre as abelhas a ocorréncia da Desordem do Colapso das Coldnias. Porém, o aumento
da vulnerabilidade ao ataque de pragas, como no caso do parasitismo de Varroa
destructor, pode ser um indicativo desta relagdo, como observado por diversos autores

gue o descrevem como uma das causas do fenémenao.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Novos trabalhos devem ser realizados visando elucidar a causa do impacto do
polen do milho Bt sobre a sanidade apicola, os quais devem realizar novas avaliac6es dos
fatores do presente trabalho, com maior intervalo apés o fornecimento do alimento e com
maior duracao.

Também se faz necessaria a realizacao de analises da composi¢ao nutricional e da
presenca de substancias toxicas para abelhas A. mellifera no pélen do milho TC 1507.

O protocolo de alimentacédo utilizado permitiu detectar os impactos da alimentacéo
com poélen do milho Bt sobre as colénias de A. mellifera, sendo possivel em novos
trabalhos, avaliar os impactos de diferentes doses de pdlen, tempos de exposicdo e
também a utilizacdo de pdlen de outras cultivares transgénicas, visando assim elucidar
melhor as causas dos impactos do pélen de milho geneticamente modificado (Bt) sobre a

sanidade apicola.
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