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RESUMO

Ao sumico das abelhas, que ndo tinha causa aparente conhecida,
utilizou-se o termo Colony Collapse Disorder (CCD). Sdo diversos os
fatores citados como causas, entre eles a utilizagdo de agrotoxicos e de
plantas transgénicas. Contudo, poucos estudos avaliam os efeitos
subletais desses fatores sobre a sanidade apicola. Desta forma, o
objetivo desse trabalho foi avaliar os impactos da alimentagdo proteica
artificial contendo farinha de soja orgénica, convencional e transgénica
(Intacta RR2 PRO®) sobre individuos de A. mellifera, além da
alimentacdo energética contaminada com herbicida Roundup®. O
experimento foi realizado no apiario expercimental da Cidade das
Abelhas, Saco Grande, Florianopolis-SC, de marco a agosto de 2016.
Foram utilizadas 20 colmeias submetidas aos seguintes tratamentos:
xarope de agucar invertido, sem adicdo de substincia proteica (CT);
xarope de agucar invertido e farinha de soja orgénica (CO); xarope de
agucar invertido e farinha de soja convencional (CC); xarope de actcar
invertido e farinha de soja transgénica Intacta RR2 PRO® (CTR); e por
ultimo, xarope de agucar invertido contaminado com Roundup® (CR).
Foram analisados no tempo 0, 30, 60, 120 e 150 dias: a qualidade das
colmeias, o comportamento higiénico das abelhas (CH); o indice de
infestacdo pelo acaro Varroa destructor e a intensidade de infec¢do por
Nosema spp. Para a avaliagio do CH foi utilizada a técnica de
perfuracdo de células de crias operculadas; para a intensidade de
infeccdo pode Nosema spp. foi realizada a contagem de esporos desse
fungo utilizando camara de Neubauer (hemocitdometro); e para avaliar o
indice de infestagdo de Varroa em crias de operarias e operarias adultas
foi realizada contagem dessas e do numero de acaros. Os resultados
mostraram que colmeias submetidas a alimentagdo transgénica e
contaminada com herbicida, estdo sujeitas a terem seu CH reduzido,
devido aos efeitos subletais diretos ou indiretos sobre as abelhas. A
longevidade das abelhas pode ser diminuida quando estas sdo
submetidas a alimentagdo transgénica ou contaminado com herbicida.
Quando isso acontece, percebe-se uma diminuicdo no indice de
infecgdo, visto que a maioria das abelhas presentes na populagdo sdo
jovens, que podem ndo se infectaram ainda ou apresentaram intensidade
de infec¢do muito baixa. Colmeias submetidas a alimentagdo
transgénica e contaminada com herbicida tém sua quantidade de cria e
abelhas adultas reduzidas significativamente, fazendo com que os acaros
fiquem aglomerados nos poucos individuos existentes, o que pode
causar sérios danos as colmeias. Os efeitos causados sobre a populagio



de abelhas submetidas a alimentos contaminados com transgénicos e
herbicidas, ndo sdo imediatos. Sdo necessarias algumas geragdes para
que sejam observados resultados significativos sobre a qualidade,
comportamento e sanidade das colmeias.

Palavras-chave: Comportamento Higiénico, Varroa destructor,
Nosema apis, Nosema ceranae, Sanidade apicola.



ABSTRACT

The term Colony Collapse Disorder (CCD) was used to describe the
disappearance of honey bees, which has yet no known cause. Several
factors are cited as causes, among them the use of pesticides and
transgenic plants. However, few studies assess the sublethal effects on
honey bees health. Thus, the aim of this study was to evaluate the
impact of artificial protein feed with organic, conventional and
transgenic soybean flour (Intacta RR2 PRO®) on 4. mellifera, as well as
sugar syrup contaminated with Roundup® herbicide. The experiment
was carried out in the experimental apiary from the Cidade das Abelhas,
Saco Grande, Floriandpolis-SC, from March to August 2016. Twenty
hives were submitted to treatments: inverted sugar syrup, without
addition of protein substance (TC); Inverted sugar syrup and organic
soybean flour (CO); Inverted sugar syrup and conventional soy flour
(CC); Inverted sugar syrup and Intacta RR2 PRO® transgenic soy flour
(CTR); And finally, inverted sugar syrup contaminated with Roundup®
(CR). The periods 0, 30, 60, 120 and 150 days were analyzed: the
quality of the hives, the hygienic behavior of the bees (CH); The rate of
Varroa destructor mite infestation and an infection intensity by Nosema
spp. To evaluate the CH, a technique used was to drill small holes into
operculated pupae cells; To evaluate the infection intensity of Nosema
spp. the fungus spore were counted using the Neubauer chamber
(hemocytometer); and to evaluate the rate of infestation of Varroa into
honey bee brood adult workers and workers we counted the number of
bees and the number of mites. The results showed that the hives
submitted to contaminated food with transgenic and herbicides are
subject to reduced CH, due to the direct and indirect effects on honey
bees. Bees' longevity may be decreased when they are submitted to
transgenic feed or contaminated with herbicide. When this happens, a
decrease in the infection index is observed, since the majority of worker
bees present in the population are young, who can not have had time to
get infected or have very low infection intensity. Beehives submitted to
contaminated feed with transgenic and herbicide, has its population of
young offspring and adult worker bees reduced significantly, causing
the mites to become agglomerated in the few existing individual, which
can cause serious damage to the hives. The effects caused on a
population of honey bees subjected to contaminated food with
transgenics and herbicides are not immediate. Some generations are
needed to be observed significant results on the quality, behavior and
the health of hives.



Key words: Hygienic behavior, Varroa destructor, Nosema apis,
Nosema ceranae, honey bees health.
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1INTRODUCAO

A polinizagdo ¢ um dos servigos ambientais de maior importancia
para os seres humanos, uma vez que um terco dos principais produtos
agricolas, utilizados direta ou indiretamente na alimentacdo humana,
depende da agdo dos polinizadores (McGREGOR, 1976; KLEIN et al.,
2007). Estima-se que 33% das culturas utilizadas como alimento
dependem da polinizagdo das abelhas (BERNAL et al., 2011).

Cerca de 200 mil espécies de animais sdo polinizadoras de mais
de 250 mil espécies de plantas no mundo, incluindo alguns vertebrados,
passaros e mamiferos (INGRAM et al., 1996). Entretanto, os insetos sdo
os maiores polinizadores e as abelhas sdo consideradas os mais
eficientes (DEVILLERS, 2002). De acordo com a FAO (2004),
aproximadamente 73% das espécies vegetais cultivadas no mundo sdo
polinizadas por alguma espécie de abelha.

O valor estimado dos servigos prestados pelos polinizadores no
mundo, era de 153 bilhdes de euros por ano (GALLAI et al., 2009).
Mesmo em culturas que ndo dependem da polinizagdo entomofila,
ocorre a producdo de frutos em maior quantidade e qualidade quando ela
estd presente (FREE, 1993).

A alta dependéncia das abelhas para a polinizacdo resulta em
grande preocupagdo, visto que ha um recente declinio na populagdo das
mesmas, o que pode causar declinio na produgdo, além de danos ao
ecossistema natural (PINHEIRO; FREITAS, 2010). Ao sumico das
abelhas que aconteceu nos EUA, em 2006, inicialmente sugeriu-se que
se tratava de um patdgeno novo e altamente virulento. A caracteristica
principal desse fendmeno foi a inabilidade das abelhas campeiras de
retornarem as suas colmeias. Mais tarde, o sumigo das abelhas, também
foi relatado na Europa, Asia, Africa, Oriente Médio, Australia
(STOKSTAD, 2007, NEUMANN; CARRECK, 2010) e Brasil
(GONCALVES, 2012).

Contudo, na auséncia de uma causa conhecida, utilizou-se o
termo Colony Collapse Disorder (CCD) ou Desordem do Colapso das
Coldnias (DCC) (STOKSTAD, 2007). O primeiro relatorio anual do
Comité Diretivo da Desordem do Colapso da Coldnia nos EUA,
publicado em julho de 2009, sugeriu que ¢ improvavel que a CCD seja
causada por um patéogeno previamente desconhecido, mas poderia ser
causada por uma combinag@o de varios agentes entre pragas e patdogenos
conhecidos, baixa variabilidade genética e condi¢cdes climaticas
desfavoraveis que diminuem o forrageamento das abelhas. Alguns
autores citam também que agrotoxicos e plantas transgénicas podem
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atuar como agentes de enfraquecimento das colmeias, destacando que
seus efeitos subletais sobre os organismos ndo-alvo, devem ser
avaliados como parte do risco ambiental. Outros fatores, tais como
alimentacdo deficiente, alteragdes no agroecossistema, além do estresse
causado pelo transporte de longa distancia de colmeias para as fontes de
néctar ou locais de polinizagdo também sdo considerados como fatores
causadores da CCD (OLDROYD, 2007; VANENGELSDORP et al.,
2007; DE JONG; MESSAGE, 2008; SPIVAK, 2008; ROMEIS et al.,
2008; LOVEI et al., 2009; RATNIEKS; CARRECK, 2010; THEN,
2010; ROMEIS et al., 2011).

As doengas e pragas nas abelhas Apis mellifera (Linnaeus, 1758),
exercem efeitos deletérios sobre o seu desenvolvimento, produtividade e
polinizac@o, o que pode causar prejuizos aos agricultores e também ao
ecossistema. Os principais problemas na apicultura mundial, sdo a
doenca da nosemose e a praga da varroose, causadas pelos fungos
Nosema apis (Zander, 1909), ou Nosema ceranae (Fries et al., 1996), ¢
pelo acaro Varroa destructor (Anderson e Trueman), 2000 (PEREIRA
et al., 2003).

No Brasil, o uso de variedades transgénicas aumentou pelo menos
5 vezes nos ultimos 12 anos. Em 2013, foram cultivados 26,9 milhdes
de hectares de soja transgénica, o que corresponde a 92,4% da area
plantada com soja no Pais (EMBRAPA, 2014). A soja (Glycine max L.
Merril) Intacta RR2 PRO® produzida pela empresa Monsanto Ltda,
expressa a proteina CrylAc recombinante (rCrylAc) que apresenta
protecdo as pragas-alvo primarias, bem como a enzima 5-
enolpiruvilshikimate-3-fosfato sintase, que proporciona a planta
transgénica ser resistente a doses comerciais de herbicidas a base de
glifosato. O uso em larga escala, deste tipo de variedade, pode
representar um risco para a biodiversidade, pelos possiveis efeitos sobre
organismos ndo-alvo, o que torna mais importante os estudos que
avaliem tal interagdo (SILVA, 2013). E importante mencionar que as
sequencias inseridas sdo distintas das sequencias naturais encontradas
no doador dos genes. Assim, em plantas transgénicas sdo expressas
proteinas recombinantes, ja que o gene introduzido também ¢é
recombinante (ex: rCry1Ac). No presente estudo, as plantas transgénicas
utilizadas expressam, entre outros, o nucleo inseticida recombinante da
proteina CrylAc.

Outro fator que tem causado muito debate ¢ a utilizagdo de
herbicidas. Embora eles sejam, muitas vezes, considerados inofensivos
para as abelhas, pesquisas tém mostrado seu efeito subletal, visto que
eles estdo potencialmente biodisponiveis para as abelhas forrageiras a
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partir do polen, do néctar e da 4gua (TAPPARO et al., 2012; KRUPKE
et al., 2012).

As melhores praticas de manejo na agricultura para o uso
sustentavel e a conservagdo dos polinizadores sdo o controle do uso de
pesticidas nas culturas; analise do fluxo génico nas culturas
transgénicas; a proposi¢do de protocolos de biosseguranga; praticas
agricolas amigaveis com a conservacdo dos polinizadores, incluindo a
preparacdo da terra a fim manter ninhos das abelhas sociais e solitarias
que ocorrem no solo; manejo da paisagem agricola de modo a manter
suas bordas com vegetagdo nativa, ou cercas vivas que possam oferecer
recursos aos polinizadores; manejo integrado de pragas; diminui¢do do
uso dos herbicidas nas culturas agricolas, pois as plantas ruderais
auxiliam a conservagdo de polinizadores fornecendo recursos
alimentares durante o ano todos (DIAS et al., 1999).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os impactos da
alimentacdo proteica artificial contendo farinha de soja organica,
convencional e transgénica (Intacta RR2 PRO®) sobre individuos de A.
mellifera, além da alimentacdo energética com residuo de herbicida
Roundup®.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1ABELHAS (4pis mellifera, Hymenoptera: Apoidea)

As abelhas meliferas pertencem ao reino Animalia, filo
Arthropoda, classe Insecta, ordem, Hymenoptera, subordem Apocrita,
superfamilia Apoidea, familia Apidae, género Apis, espécie Apis
mellifera (RUTTNER, 1988).

2.1.1 Biologia de Apis mellifera

As abelhas (4. mellifera) possuem trés tipos diferentes de castas de
individuos: rainha, operaria e zangdo, onde morfologicamente o maior
individuo € a rainha, seguido pelo zangdo e pela operaria (GALLO,
2002). Todas as castas possuem um ciclo evolutivo que passa por 4
diferentes fases: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1) (READICKER-
HENDERSON, 2009), apesar disso, cada uma possui um ciclo com
diferentes duracdes (Tabela 1).
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Figura 1 Diferentes fases do ciclo de vida das abelhas 4. mellifera.

Fonte: Adaptado dero, 2014. »

Tabela 1 Ciclo evolutivo das diferentes castas de 4. mellifera, em dias.

Castas
Fases Rainha Operaria Zangio
Ovo 3 3 3
Larva 5 6 6,5
Pré-pupa e Pupa 7 12 14,5
Totais 15 21 24

O ovo tem forma cilindrica, cor branca e, no momento da postura,
fica em posicdo vertical no fundo do alvéolo. Logo apos a oviposi¢ao, as
abelhas nutrizes depositam um pouco de geleia real dentro dos alvéolos
e a partir do segundo dia, depositam mel e podlen. Esse tipo de
alimentacdo dara origem as abelhas operarias e zangodes (GALLO,
2002). Trés dias apds a postura dos ovos, ocorre o nascimento da larva,
que tem cor branca, formato vermiforme e fica posicionada no fundo do
alvéolo, com corpo recurvado em forma de "C" (PEREIRA et al., 2003).

Os individuos que, durante todo o seu desenvolvimento larval,
receberem geleia real, dardo origem as abelhas rainhas. No final da fase
larval a célula € operculada, a larva fica reta e imovel passando para a
fase de pré-pupa (PEREIRA et al., 2003).

Na fase de pupa exarata pode-se fazer a distingdo de cabeca, torax
e abdomen, e pode-se observar os olhos, pernas, asas, antenas e partes
bucais. Os olhos e o corpo passam por mudancas de coloragdo até a
saida da abelha adulta de dentro do alvéolo. Todas as mudangas pela
qual a abelha passa até chegar ao estagio adulto chama-se metamorfose
(RAMOS; CARVALHO, 2007).

A rainha ¢ a unica fémea fértil da colmeia, ela possui o dobro do
tamanho de uma operaria e ¢ criada dentro de um alvéolo modificado,
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denominado de realeira (PEREIRA et al., 2003). As larvas destinadas a
serem rainhas, sdo alimentadas apenas com geleia real pelas abelhas
operarias (RIOTTE, 2012), uma substancia branca que faz com que, ao
atingirem a fase adulta, se tornem sexualmente maduras. A rainha inicia
sua vida reprodutiva 5 a 7 dias apds seu nascimento, com o voo nupcial.
Centenas a milhares de zangdes voam a espera de uma rainha, contudo,
somente os zangdes mais rapidos e fortes conseguem copular uma
rainha, que pode ser fecundada por dezenas de zangdes, o que confere
grande variabilidade genética no acasalamento. Ao retornar a colmeia,
apos o voo nupcial, a rainha ndo saird mais para copular, o sémen
utilizado para a fecundagdo dos 6vulos é armazenado na espermateca, a
rainha inicia a postura de ovos 3 a 7 dias apos a copula. (PEREIRA et
al., 2003; SCHACKER, 2008).

Uma abelha rainha pode viver e colocar ovos por um periodo
maior do que trés anos. Em climas tropicais, ela € capaz de colocar 1000
ovos por dia pelo periodo de, aproximadamente, um ano. Depois desse
periodo, a capacidade de postura diminui. Por isso, recomenda-se aos
apicultores que substituam suas rainhas anualmente. Os ovos podem ou
ndo ser fecundados, esse controle ¢ feito pela rainha (PEREIRA et al.,
2003). Os ovos fecundados darfo origem a uma rainha ou as operarias, e
os ndo fecundados darfo origem a um zangdo (READICKER-
HENDERSON, 2009). A rainha realiza a postura de um ovo por alvéolo
(PEREIRA et al., 2003).

As operarias compdem 99% da colmeia, sdo individuos do sexo
feminino, estéreis e t&€m muitos postos de trabalho, sendo que o principal
¢ o de forrageamento em busca de néctar, pélen, d4gua e outros recursos
(GALLO, 2002; PEREIRA et al., 2003). As abelhas recém-nascidas
possuem diferentes tarefas dentro da colmeia (BENJAMIN, 2009). Até
o seu 5° dia de vida elas realizam a limpeza dos alvéolos. Do 5° ao 10°
dia, elas s@o denominadas de nutrizes, ja que ficam responsaveis pela
alimentagdo das larvas. Nessa fase, elas apresentam grande
desenvolvimento das glandulas hipofaringeanas e mandibulares, capazes
de produzir a geleia real. Do 11° ao 20° dia, as abelhas apresentam
grande desenvolvimento das glandulas ceriferas, e por isso, possuem
grande capacidade de produzir cera para a construcido de favos. Elas
também tém a funcdo de receber e desidratar o néctar trazido pelas
abelhas campeiras, produzindo o mel. Até o 21° dia, as abelhas tém
funcdo de defesa da colmeia, por isso apresentam 6rgaos de defesa bem
desenvolvidos ¢ com grande acimulo de veneno. Nessa fase elas
também podem participar no controle da temperatura dentro da colmeia.
A partir do 22° dia até a morte, as abelhas realizam a coleta de néctar,
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polen, resinas e agua, nessa fase elas sdo chamadas de campeiras
(PEREIRA et al., 2003).

Os zangdes sdo os individuos masculinos, ndo possuem ferrdo,
corbicula (para armazenar polen), nem glandulas ceriferas, sua funcao ¢
fertilizar a rainha no voo nupcial (VETTER; VISSCHER, 1997). Eles
podem viver até 3 meses, desde que ndo acasalem e se houver alimento
na colmeia, j4 que no periodo de escassez de comida, as operarias
expulsam ou matam os zangdes. Durante o periodo a espera da rainha,
eles ficam dentro da colmeia descansando e sendo alimentados,
geralmente, pelas abelhas operarias. O voo nupcial pode ocorrer a partir
do 12° dia de vida, quando os zangdes atingem a maturidade sexual.
Depois da fecundagdo o zangdo morre rapidamente, ja que seu orgao
genital fica preso ao oOrgdo genital da rainha (GALLO, 2002;
SCHACKER, 2008).

2.1.2 Colony Collapse Disorder (CCD)

O aumento continuo na perda de colmeias ¢ uma questdo
preocupante desde que o CCD foi relatado pela primeira vez, em 2006,
na costa leste dos Estados Unidos (GIFFORD, 2011). Mais tarde, ele
também foi relatado na Europa, Asia, Africa, Oriente Médio, Australia
(STOKSTAD, 2007, NEUMANN; CARRECK, 2010) e Brasil
(GONCALVES, 2012).

Inicialmente acreditava-se que se tratava de um patéogeno novo e
altamente virulento (STOKSTAD, 2007). Contudo, o primeiro relatorio
anual do Comité Diretivo da Desordem do Colapso da Coldnia nos
EUA, publicado em julho de 2009, sugeriu que ¢ improvavel que o CCD
seja causado por um patdégeno previamente desconhecido e na auséncia
de uma causa conhecida, utilizou-se o termo Colony Collapse Disorder
(CCD) ou Desordem do Colapso das Colonias (DCC) (STOKSTAD,
2007).

O CCD ¢ um fendomeno caracterizado pela a inabilidade das
abelhas campeiras de retornarem as suas colmeias. Ele provoca uma
rapida diminui¢do das abelhas operarias de dentro da colmeia, contudo,
poucas ou nenhuma abelha operdria morta ¢ observada dentro ou
proximo a elas. Apesar disso, observa-se a presenga de larvas, pupas,
alimento, podendo ser encontrada também uma pequena quantidade de
operarias jovens aglomeradas proximo a rainha (GIFFORD, 2011).

Nas colmeias com CCD, observa-se uma quantidade de cria
maior do que a de operarias, além de uma relutdncia das abelhas em
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consumir o alimento energético ou proteico fornecido e a presenga da
rainha (EMBRAPA, [S.d]).

Atualmente, é consenso na comunidade cientifica que a CCD nio
¢ causada apenas por um unico fator, mas por um conjunto de agentes
que pode ocorrer simultanecamente e pode se influenciar mutuamente.
Devido a isso, sdo muitas as teorias que cercam o recente declinio da
populagdo de abelhas, como estressores naturais que incluem pragas e
patoégenos conhecidos, baixa variabilidade genética e condigdes
climaticas desfavoraveis que diminuem o forrageamento das abelhas.
Alguns fatores antropogénicos também s@o citados como possiveis
causadores da CCD como: aumento da exposi¢do a pesticidas, aumento
da éarea cultivada com plantas transgénicas, alimentacdo deficiente,
inseminagdo artificial de rainhas utilizando sémen de variabilidade
genética limitada, alteragdes no agroecossistema, perda de habitat, além
do estresse causado pelo transporte de longa distancia de colmeias para
as fontes de néctar ou locais de polinizagdo também sdo considerados
como fatores causadores da CCD (OLDROYD, 2007
VANENGELSDORP et al., 2007, DE JONG; MESSAGE, 2008;
ROMEIS et al., 2008; SPIVAK, 2008; LOVEI et al., 2009; RATNIEKS;
CARRECK, 2010; THEN, 2010; GIFFORD, 2011; ROMEIS et al.,
2011). Foi sugerido ainda que o aumento do uso do telefone celular
pode estar interferindo no sistema imunologico das abelhas e/ou na sua
capacidade de forragear (GIFFORD, 2011).

A diminuicdo das populagdes de polinizadores ¢ motivo de
grande preocupagdo em muitos paises (JOHNSON et al., 2010; POTTS
et al., 2010), visto que além dos danos econdmicos pode causar danos ao
ecossistema natural (PINHEIRO; FREITAS, 2010). O desaparecimento
das abelhas é uma crise que ndo podemos ignorar (VANENGELSDORP
et al., 2008).

2.1.3 Comportamento higiénico

As abelhas (4. mellifera) desenvolveram mecanismos de
imunidade social baseados em mecanismos comportamentais para
reduzir o risco de doengas na colmeia (CREMER; ARMITAGE;
SCHMID-HEMPEL, 2007). Entre eles, o comportamento higiénico
(CH), que consiste na capacidade das operarias identificarem e
removerem crias mortas, doentes, danificadas ou parasitadas
encontradas dentro das células de crias, sendo este um trago genético
hereditario das operarias (WILSON-RICH et al., 2009). Sua base
genética foi sugerida pela primeira vez por Rothenbuhler et al. (1964),
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que propoés um modelo de dois loci para explicar a heranga de
comportamento higiénico. Desde entdo, esse comportamento tem sido
reconhecido como um exemplo da influéncia dos genes mendelianos
herdados sobre o comportamento, onde um locus (u) foi pensado por
estar envolvido na desorpeculagdo das células e outro (r) na remogao
(JONES; ROTHENBUHLER, 1964, HOMPSON, 1964; MOMOT;
ROTHENBUHLER, 1971; SPIVAK; GILLIAM, 1998). Mais tarde, um
modelo de trés loci foi desenvolvido para melhor ajustar os dados
originais (MORITZ, 1988).

Alguns autores expandem a capacidade do comportamento
higiénico, e sugerem que as abelhas tém a capacidade de identificarem a
presenca de patdogenos em abelhas campeiras por exemplo, sendo essas
proibidas de regressar ou sdo expulsas da colmeia. Segundo Wilson-
Rich et al. (2009) o comportamento higiénico ¢ o mecanismo natural
mais importante de resisténcia das abelhas meliferas a doengas e
parasitas.

A primeira observagdo sobre o comportamento higiénico em A.
mellifera foi registrada por Park et al. (1937) quando se tentava
determinar a existéncia de resisténcia das abelhas a Cria Putrida
Americana (AFB), uma doenca causada pela bactéria Paenibacillus
larvae (White, 1906). Em 1943, Woodrow e States constataram que as
abelhas operdrias tinham a habilidade de descobrir e remover crias
atacadas pelo P. larvae, antes de ocorrer a esporulagio (GRAMACHO
et al., 1999b). Mais tarde, foi também considerado como um mecanismo
de defesa a varroose (PENG et al., 1987, BOECKING; DRESCHER,
1992; SPIVAK, 1996; SPIVAK; GILLIAM, 1998; BOECKING;
SPIVAK, 1999; FLORIS et al., 2001), onde as abelhas tém a capacidade
de identificar a presenca do acaro V. destructor, nos alvéolos de crias,
retirando a larva parasitada da colmeia (MORETTO; GONCALVES;
DE JONG, 1993). Quando uma pupa infestada ¢ removida da colmeia, o
acaro fémea adulto (e descendéncia) pode ser removido juntamente com
a cria (AUMEIER; ROSENKRANZ, 2001). Os acaros imaturos acabam
morrendo (HARRIS; DANKA; VILLA; 2012), e os adultos, muitas
vezes, sobrevivem a remog¢do das pupas hospedeiras, visto que,
geralmente se fixam a abelha que estd removendo a cria (AUMEIER;
ROSENKRANZ, 2001). Eles podem também se desprender, na hora da
remog¢do da cria, e andar livremente sobre o quadro. Muitos autores
dizem que fora da célula de cria os acaros sdo detectados com maior
facilidade e acabam sendo danificados pelas abelhas operarias
(BOECKING; SPIVAK, 1999; THAKUR; BIENEFELD; KELLER,
1997).
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O comportamento higiénico ¢é realizado por abelhas jovens de
meia-idade (15-20 dias) (ARATHI et al., 2000). Esta limpeza ¢ realizada
por duas agdes diferentes, primeiro as abelhas operarias desoperculam a
célula de cria e depois removem as pupas do alvéolo (BOUTIN et al.,
2015).

A hipotese é de que o comportamento higiénico, de
desoperculagdo e remocdo da cria parasitada, seja mediado por sinais
olfativos: as abelhas podem detectar o odor emitido pela cria doente ou
morta (TITERA; KOKKORIS, 1994; SPIVAK; DOWNEY, 1998;
GRAMACHO et al., 1999a; NAZZI; MILANI; VEDOVA, 2004), ou
pelo odor dos parasitas (AUMEIER; ROSENKRANZ, 2001; MARTIN
et al., 2001; 2002). Spivak et al., (2003), apoiam esta hipotese devido a
estudos que eles realizaram utilizando o registro de eletroantenograma
(EAG) e a resposta a extensdo proboscide. Seus estudos demonstraram
que as abelhas operarias coletadas de uma colmeia com um bom
comportamento higiénico exibiam uma maior sensibilidade olfativa a
pupas infectadas com cria giz, uma doenga fungica (MASTERMAN et
al., 2001). Estimulos ou sinais mecanicos, como movimentos e/ou
vibragdes anormais da cria no interior do alvéolo, podem também ser
detectados pelas abelhas, além de alguns sinais actsticos (BOECKING;
DRESCHER, 1994). Alguns autores admitem também o envolvimento
de sinais térmicos, onde as abelhas teriam a capacidade de detectar
diferencgas entre o calor produzido por uma pupa saudavel e uma doente
ou parasitada (GRAMACHO; GONCALVES; ROSENKRANZ, 1997).

As andlises para avaliar o comportamento higiénico sao,
geralmente, realizadas através dos métodos de perfuracdo ou
congelamento das células com crias de operarias operculadas, que ndo
apresentam diferencgas entre os resultados obtidos, mas a eficicia na
remog¢do de crias mortas, dependera do tempo em que o teste
permanecer em desempenho em ambos os métodos (GRAMACHO,
1995; PIRES et al., 2006; PEREIRA, 2008).

Para que uma colmeia seja considerada como higiénica ¢
necessario que as abelhas operarias removam 80% ou mais das crias
mortas no prazo de 24 horas, as colmeias que ndo atingem esse valor sdo
consideradas como ndo higiénicas (GRAMACHO; GONCALVES,
1994). Trabalhos mais recentes, apresentam uma nova classificagdo para
a higiene das colmeias. Boutin et al. (2015), classificaram as colmeias
como: ndo-higiénicas (remog¢do de crias mortas < 50%), comportamento
higiénico intermediario (remog¢do de crias mortas entre 50% e 90%) e
altamente higiénicas (remog¢ao de crias mortos > 90%).
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Outro comportamento de imunidade € o grooming, que ¢ ato de
limpar o seu proprio corpo ou de um outro individuo do mesmo grupo.
E denominado de comportamento de imunidade social, quando a abelha
operaria tem a capacidade de detectar e remover parasitas de outras
abelhas (allo-grooming) (WILSON-RICK et al., 2008) e comportamento
de imunidade individual quando a abelha operaria tem a capacidade de
detectar e remover parasitas do seu proprio corpo (auto-grooming), além
da defesa mecéanica, fisiolégica e imunologica (EVANS, 2006;
SCHMID et al., 2008; WILSON-RICK; DRES; STARKS, 2008).

2.1.4 Nosema spp.

A origem dos microsporidios pode ter ocorrido ha 200 milhdes de
anos, embora s6 tenham sido descobertos ha cerca de 150 anos
(KEELING et al., 2005).

Estes microrganismos sdo capazes de infectar uma variedade de
tipos celulares de hospedeiros invertebrados, como aracnideos,
crustaceos, principalmente insetos, onde apresentam a maior diversidade
de espécies. Entretanto, sdo capazes de infectar também vertebrados
(WITTNER; WEISS, 1999; IRONSIDE, 2007; FOKIN et al., 2008).
Entre os mamiferos, os microsporidios foram reportados, pela primeira
vez, como agente causal da paralisia motora em coelhos, em 1922
(Encephalitozoon cuniculi), e desde entdo, tém sido identificados como
agentes patogé€nicos em roedores, carnivoros e primatas niao-humanos
(KHAN; DIDIER, 2004).

A classificagdo microsporidia sofreu muitas transformagdes
durante os anos devido, basicamente, ao progresso cientifico e
tecnologico que continuamente desenvolve novas técnicas de andlise
que permitem novos pontos de associagdo. Primeiramente, os
microsporidios identificados em insetos, foram classificados dentro do
grupo dos organismos parasitas formadores de esporas, o Sporozoa.
Essa classificagdo se baseou em caracteristicas morfologicas grosseiras
visiveis em microscopia optica (SARLO, 2010). Contudo, a partir dos
anos 80 os estudos nesse filo se intensificaram devido ao advento de
técnicas moleculares e por ser reconhecido como um grupo de parasitas
gastrointestinais oportunistas, causadores de diarreias (SHADDUCK;
GREELEY, 1989; ORENSTEIN, 1991; SCHUITEMA et al., 1993;
SCHWARTZ; et al., 1994), o que conduziu a uma revisdo completa da
classificacdo dos microsporidios, até que Cavalier-Smith, em 1998,
inclui no seu artigo “A revised six-kingdom system of life” o filo
Microsporidio dentro do reino Fungi (SARLO, 2010).
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Os microsporidios sdo organismos parasitas intracelulares
obrigatorios, que pertencem ao reino Fungi, filo Microspora. Embora
sejam considerados eucariontes, eles possuem caracteristicas muito
semelhantes aos organismos procariontes, pois tém auséncia de
mitocondrias e peroxissomas (FRANZEN; MULLER, 1999).

A maioria dos microsporidios entomopatogénicos pertence ao
género Nosema, onde estdo descritos mais de 150 géneros e cerca de
1200 espécies (KEELING; FAST, 2002) e que sdo encontrados em, pelo
menos, doze ordens de insetos (BECNEL; ANDREADIS, 1999). Dentre
elas, Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera, Orthoptera e Coleoptera. A
maioria dos géneros que tem sido descoberto se deve ao fato de serem
parasitas de espécies de animais com importancia comercial (CALI;
WEISS; TAKVORIAN, 2005).

Dentro do filo Microspora, os microrganismos causadores de
nosemose, encontram-se classificados dentro da classe Dihaplophasea,
ordem: Dissociodihaplophasida, familia Nosematidae e género Nosema
(CAVALIER-SMITH, 1998). Dois fungos microsporidios sdo capazes
de infectar abelhas 4. mellifera, N. apis e, estudos recentes mostram que
N. ceranae - primeiramente, isolada de abelhas asiaticas - também ¢
capaz de infectar 4. mellifera (HIGES; MARTIN-HERNANDEZ;
MEANA, 2006; HUANG et al.,, 2008; OIE, 2013), e podem ser
responsaveis pelo aumento da incidéncia da doenca observada em
alguns paises europeus (HIGES; MARTIN-HERNANDEZ; MEANA,
2006). Nosema spp. sdo parasitas obrigatorios do tecido intestinal de
abelhas europeias (4. mellifera) adultas (DE GRAAF et al., 1994), que
causam infec¢Ges intestinais sistémicas, contudo, os aspectos
patogénicos da doenga variam de acordo com a espécie afetada e com
sua competéncia da resposta imune (FRANZEN; MULLER, 1999).
Apesar de todas as castas de 4. mellifera serem suscetiveis, as operarias
s30 mais facilmente infectadas (PERNAL, 2012).

Os esporos de Nosema spp. t€m cerca de 5-7 um de comprimento
e 3-4 um de largura, contudo, N. ceranae (Figura 2B) ¢é ligeiramente
menor do que N. apis (Figura 2A). Eles sdo completamente ovais com
uma borda escura. Seu conteudo, consistindo de nucleo, esporoplasma e
tubo polar, nao pode ser visto (OIE, 2013).
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Figura 2 Esporos de N. apis (A) e esporos de N. ceranae (B) vistos em
microscopio de luz (Barras: 5 um).

Fonte: FRIES et al., 2006.

N. apis, normalmente, atinge sua incidéncia clinica maxima no
outono, baixando ou até mesmo desaparecendo no verdo. Ja N. ceranae,
ndo apresenta sazonalidade podendo ser identificada em amostras em
qualquer época do ano (MARTIN-HERNANDEZ et al., 2007). Além de
ndo apresentar sazonalidade, apresentam outras caracteristicas que
fazem o fungo de N. ceranae ser potencialmente mais perigoso que o de
N. apis, como ocorréncia em maior amplitude térmica, com preferéncia
por temperaturas mais altas, também h4 uma maior resisténcia dos seus
esporos no meio ambiente e sua reprodugdo produz maior carga de
esporos (MARTIN-HERNANDEZ et al., 2007; FRIES, 2010; HIGES et
al., 2013). Nos periodos com baixas temperaturas a transmissao ¢ maior
e a infeccdo tende a aumentar, visto que as abelhas operarias tém menos
oportunidades para os voos de higiene e diminuem a frequéncia de
forrageamento, for¢cando-as a defecar no interior da colmeia por onde os
esporos sdo expulsos (OIE, 2013).

A estratégia de infeccdo desses microrganismos ¢ Unica e
complexa, sendo capaz de sobreviver fora da célula na forma de esporos
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(WITTNER; WEISS, 1999). Eles sdo responsaveis pela transmissao da
doenca que ocorre através ingestdo de esporos presentes no ambiente, no
mel, agua ou outros alimentos infectados ingeridos durante o
forrageamento. Dentro da colmeia, ela pode ocorrer no momento da
remocdo de abelhas mortas ou doentes da colmeia, através do contato
com fezes eliminadas pelo hospedeiro contaminado ou através do
contato com abelhas infectadas esmagadas durante o manejo (HIGES et
al., 2009, OIE, 2013). Esses esporos residuais, presentes no favo, podem
continuar a infectar abelhas, mesmo apds a limpeza e retomada de voos
(PERNAL, 2012), ja que os esporos eliminados nas fezes dos individuos
doentes podem permanecer vidveis por um periodo maior que um ano
(FRIES, 1993).

A infecgdo inicia quando as abelhas ingerem esporos de Nosema
spp. Ao chegar ao trato digestivo, o esporo tem condi¢des fisicas e
quimicas ideais, 0 que promove sua germinagdo em aproximadamente
30 minutos. Ele, entdo, desenvolve um filamento longo que, através da
inje¢do mecanica, penetra a membrana das células intestinais exteriores
infectando-as (LARSSON, 1986, MUSSEN, 2011; OIE, 2013). Através
do filamento, o esporoplasma infeccioso ¢ introduzido no citoplasma da
célula hospedeira onde ocorre a replicagdo do parasita e posterior
producdo de esporos (LARSSON, 1986). Os esporos comegam a se
multiplicar em grandes quantidades aproximadamente um dia apds a
infecgdo para N. ceranae e trés dias apos a infeccdo para N. apis,
(FORSGREN; FRIES, 2010). A infec¢do coloniza gradualmente todo o
intestino, dentro de 2 semanas (OIE, 2013), o que causa a dilatagdo do
abdomen. Logo os esporos passam pelo reto e sdo liberados junto com
as fezes (diarreia), podendo causar a contamina¢do de toda a colmeia
(SINA et al., 2005; SOMERVILLE; HORNITZKY, 2007)

O esporo, ao penetrar as células do intestino, danifica o sistema
digestivo das abelhas, estas ficam debilitadas e t€ém sua vida 1til
reduzida, prejudicando assim sua capacidade de realizar suas fun¢des na
colmeia como forrageamento, limpeza da colmeia, nutri¢do das crias,
producdo de mel e outros produtos (CHEN et al, 2008; HIGES et al,
2008; WHITAKER et al, 2011). As rainhas infectadas sdo, geralmente,
substituidas, mesmo quando a infecgdo € leve. Quando toda a colmeia é
infectada com N. apis, ha grande probabilidade de ela morrer, pois as
abelhas tornam-se lentas para construir na primavera e produzem pouco
mel no verdo. Os impactos de N. ceranae podem ser ainda mais graves
(PERNAL, 2012), visto que essa espécie possui uma rapida capacidade
para disseminar a infec¢do entre as células epiteliais, produzindo alta
mortalidade (HIGES et al.,, 2007), o que promove uma reducdo na
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longevidade das abelhas operarias em relacdo as abelhas infectadas por
N. apis (PAXTON et al., 2007).

Os principais sintomas encontrados em colmeias com alta taxa de
infecgdo de nosemose sdo: presencga de diarreia nas paredes da colmeia,
abelhas rastejando no alvado e no chido em frente a colmeia, abdémen
dilatado e auséncia de reflexo pungente (DGV, 2008).

2.1.5 Varroa destructor

O acaro V. destructor ¢ um ectoparasita obrigatorio de abelhas
pertencente a classe dos aracnideos, ordem Mesostigmata, familia
Varroidae, género Varroa e espécie V. destructor (CRANE, 1978;
OLDROYD, 1999).

Este acaro foi relatado pela primeira vez em 1904 por Jacobsoni,
que encontrou esses parasitas em abelhas da espécie A. cerana indica
(Fabricius, 1798), na ilha de Java, Indonésia. Oudemans apresentou uma
descrig¢do detalhada do acaro e o classificou inicialmente como Varroa
jacobsoni Oudemans, 1904 (DELFINADO; BAKER, 1974).
Posteriormente, outros &acaros semelhantes ao V. jacobsoni foram
encontrados fora da sua area natural de distribuicio (MATHESON,
1995), inicialmente, observados em abelhas selvagens e domésticas, em
1949, no sudeste Asiatico, e mais tarde foram observados na India,
Coréia e no extremo oriente asiatico (DELFINADO; BAKER, 1974;
MATHESON, 1995; OLDROYD, 1999). Na Asia, durante a primeira
parte do século XX, o 4caro mudou do seu hospedeiro natural 4. cerana
para A. mellifera e depois se espalhou pelo continente, atingindo a
Europa na década de 70 (MATHESON, 1995), onde se espalhou
rapidamente, atingindo mais tarde a América do Norte, América do Sul
e Africa (MATHESON, 1995; OLDROYD, 1999).

O 4caro parasitario, inicialmente chamado V. jacobsoni e
atualmente conhecido como V. destructor (ANDERSON; TRUEMAN,
2000), foi descrito como V. jacobsoni até o ano 2000. Contudo, em
1987, Delfinado-Baker e Aggarwal perceberam que a fémea de V.
jacobsoni que parasitava a abelha A. cerana indica era menor que o
acaro fémea que parasitava a abelha 4. mellifera. Entao, esses mesmos
autores afirmaram que existia mais de uma espécie de acaro da Varroa,
e que os acaros encontrados, inicialmente, no sudoeste da Asia, nio
eram os mesmos encontrados na ilha de Java (DELFINADO-BAKER;
HOUCK, 1989). Mais tarde, através dos estudos de sequéncias de DNA,
confirmou-se a hipdtese, de Delfinado-Baker e Aggarwal, de que os
acaros encontrados nestas duas espécies de abelhas apresentavam muitas
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diferencas entre si, existindo assim a necessidade de classifica-lo a uma
nova designagdo taxonomica (ANDERSON; FUCHS, 1998). Desta
forma, esta nova espécie foi nomeada como V. destructor Anderson e
Trueman, 2000.

No Brasil, o acaro V. destructor foi introduzido em 1972, por
meio da importagdo de rainhas infestadas vindas do Paraguai.
Entretanto, a praga foi identificada pela primeira vez somente em 1978,
na regido de Piracicaba, Estado de Sdo Paulo (ALVES et al., 1979; DE
JONG et al., 1984). Em menos de 10 anos, o Varroa se disseminou por
todos os estados brasileiros que trabalhavam com A. mellifera sendo
observado no pais inteiro (DE JONG et al., 1984; MORETTO et al.,
1991).

Na América do Norte, os acaros foram observados,
primeiramente, no estado de Wisconsin, em 1987. No ano seguinte, foi
relatado em mais quatorze estados: Florida, Illinois, Indiana, Maine,
Michigan, Mississipi, Nebraska, Nova Iorque, Ohio, Pensilvania,
Carolina do Sul, Dakota do Sul, Washington e Wisconsin. A origem da
introdugdo desse acaro nos Estados Unidos ¢ desconhecida, mas as
possibilidades mais provaveis sdo que eles chegaram através de abelhas
que entram da América do Sul ou através de abelhas rainhas que vieram
ilegalmente da Europa ou da Asia (DELFINADO; BAKER, 1974).

A varroose se encontra disseminada por varias partes do mundo.
Em 1995, Baker e Peng afirmaram que climas temperados propiciavam
condigdes ideais para o desenvolvimento do acaro Varroa. Em algumas
regides temperadas da Europa foram relatadas perdas de até 100% das
colmeias devido ao ataque desta praga (DE JONG et al., 1982). Em
1984, De Jong, Gongalves, Morse, afirmaram que regides de clima
tropical e subtropical o acaro apresentava niveis baixos de infestagdo.
Contudo, na ultima década, observou-se um aumento nas taxas de
infestagdo e, em algumas regides brasileiras, as taxas se aproximam as
observadas na Europa (CARNEIRO et al., 2007).

Os acaros da espécie V. destructor podem causar diferentes niveis
de danos, isto depende do nivel de infestagdo dentro da colmeia
(CRUZAT; BAASCH, 2009; JOHNSON, 2010). Um dos sintomas que
¢ sinal de adverténcia da ocorréncia de varroose ¢ a presenca de abelhas
com asas deformadas, que ndo podem voar, além disso, elas tém seu
abdomen e tamanho reduzidos até um terco do normal (CRUZAT;
BAASCH, 2009), uma vez que esses acaros sugam a hemolinfa das
abelhas, causando danos fisicos como a ma formagdo dos orgédos ao
diminuir o conteudo de proteinas e, consequentemente, a redugdo do
peso das abelhas, o que compromete a longevidade da populagdo da
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colmeia que lentamente, podendo chegar a um ponto em que ndo se
encontra abelhas no seu interior (DUAY et al.,, 2003; CRUZAT;
BAASCH, 2009). A populacdo de acaros pode prejudicar também a
capacidade da rainha de reproduzir e ocasionar a morte das colmeias.
Entretanto, em muitos casos, gera apenas perdas de produgdo, devido ao
debilitamento geral da colmeia (CRUZAT; BAASCH, 2009;
JOHNSON, 2010). Outro dano causado ¢ o tdxico infeccioso, que se
deve a transmissdo de microrganismos causadores de doengas virais e
bacterianas (CRUZAT; BAASCH, 2009).

E dificil estimar com precisio os danos econdémicos causados
pelo Varroa a industria apicola. No entanto, pelo fato da varroose ser
considerada a maior zoonose no contexto da apicultura de abelhas
meliferas  (SAMMATARO; GERSON; NEEDHAM, 2000
ROSENKRANZ; AUMEIER; ZIEGELMANN, 2010), pode-se dizer
que ela causa perdas diretas na produgdo de derivados da apicultura e
pode também causar quedas na produgdo hortifruticola e na produgdo de
sementes de hortalicas, forrageiras e oleaginosas, como consequéncia de
uma baixa polinizagdo entomofila, na qual a abelha ¢ o inseto de maior
efetividade (PELDOZA, 1992). O valor econdmico estimado dos
servicos prestados pelos polinizadores ¢ de 153 bilhdes de euros por ano
em todo o mundo (GALLAI et al., 2009).

O acaro V. destructor apresenta acentuado dimorfismo sexual, as
fémeas (Figura 3) adultas possuem coloracdo marrom avermelhada,
corpo duro, forma ovalada, plana e achatada dorso-ventralmente. Suas
dimensdes sdo em média 1 mm de comprimento e 1,6 mm de largura
(DE JONG, 1997; CRUZAT; BAASCH, 2009).
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Figura 3 Vista dorsal de uma fémea adulta de V. destructor parasitando uma
pupa de abelha operaria (Apis mellifera). A foto foi tirada em lente objetiva de
microscopio (Nikon achromatic 10x 160/0.25).

Fonte: Adaptado de San Martin, 2010.

Os machos (Figura 4) tém colora¢do um pouco mais amarelada,
corpo mole, forma arredondada. Eles sdo menores em tamanho,
medindo entre 0,7 mm de comprimento e 0,7 mm de largura (CRUZAT;
BAASCH, 2009; DE JONG, 1997).

Figura 4 Vista dorsal de um acaro macho adulto de V. destructor. A foto foi
tirada em lente objetiva de microscopio (Nikon achromatic 10x 160 / 0,25) com
tubos de extensdo de 100 mm + adaptador.

0,8 mm

Fonte: Adaptado de San Martin, 2010.

Os acaros desta espécie possuem 4 pares de pernas, as duas
anteriores t€m fungdes tateis e olfativas, e as outras tém fungdo de
locomogdo (IICA, 2009). A fémea apresenta queliceras na parte externa
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do seu aparelho bucal, elas sdo adaptadas para perfurar a quitina das
abelhas (Figura 5A e 5B). Os machos ndo possuem queliceras, elas sdo
modificadas para o transporte de espermatéforos, ja que ndo se
alimentam. (DE JONG, 1997). Os individuos dessa espécie podem
afetar as trés castas de abelhas, desde crias até adultos, tendo preferéncia
pelos zangoes (IICA, 2009).

Figura 5 Imagem da fémea do acaro V. destructor observado em microscopio de
fluorescéncia invertido modelo IX81 da marca Olympus ®, com aumento de 10
vezes. (A). Desenho esquematico das partes do dcaro (B).
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Fonfe: Cardozo, 2014.

O ciclo de vida desse acaro envolve dois estagios distintos: a fase
forética, onde pode-se observar a fémea do acaro Varroa sobre o corpo
de uma abelha adulta (Figura 6A). E a fase reprodutiva, onde a fémea
deixa o corpo da abelha adulta e procura uma célula de cria para se
reproduzir (Figura 6B) (NAZZI; LE CONTE, 2016).

A invasdo da célula com cria, que representa o inicio da fase
reprodutiva do acaro, ocorre algumas horas antes de uma célula,
contendo uma larva de abelha, ser operculada (BOOT, CALIS,
BEETSMA, 1992). As fémeas desse acaro sdo capazes de reconhecer os
feromonios liberados pelas larvas que estdo proximas de empupar, elas
utilizam esses compostos para encontrar seu alvo para alimentagdo e
reproducdo (NAZZI; LE CONTE, 2016). V. destructor entra em uma
célula de cria de operaria de 15 a 20 h antes que esta seja operculadas e
de 40 a 50 h antes que a célula de cria de zangdo seja operculada
(BOOT, CALIS, BEETSMA, 1992). Dentro da célula ela permanece
adormecida, submersa no alimento da larva de abelha, entre a parede da
célula e a larva (CASTILLO, 1992). Depois do alimento ser consumido,
a fémea se fixa ao corpo da pré-pupa e comeca a sugar a hemolinfa e
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deposita seus ovos na superficie da parede da célula (CASTILLO, 1992;
NAZZI; LE CONTE, 2016).

Figura 6 Acaro Varroa sobre o corpo de uma abelha — fase forética (A). Fonte:
Alex Wild. Acaro Varroa buscando células de larvas com idade de empupar —
fase reprodutiva (B).

v

x

Fonte: Cardozo, 2012.

O desenvolvimento (Figura 7) do acaro Varroa passa pelas fases
de ovo, larva, protoninfa, deutoninfa e adulto (NEIRA, 1992). Nas
células das operarias, essa espécie de acaro é capaz de colocar até cinco
ovos, e nas cé¢lulas dos zangdes colocam até seis ovos (COLLISON,
2015).

Aproximadamente 60 horas depois que a célula de cria ¢é
operculada o acaro fémea coloca o primeiro ovo, que dara origem a um
acaro macho, os demais ovos serdo colocados em intervalos de 30 horas
e dardo origem a acaros fémeas (IFANTIDIS, 1983). O ciclo completo
de desenvolvimento demora cerca de 5 dias nos machos e 6% dias nas
féemeas (HARRIS; SHERIDAN; MaCGOWN, 2016), mas fatores como
umidade relativa e temperatura podem fazer variar este periodo. Por
isso, em células de abelhas rainhas, ndo € possivel o desenvolvimento do
acaro V. destructor, ja que elas permanecem operculadas por um tempo
menor que 7 dias, o que impede o desenvolvimento dos acaros (NEIRA,
1992). Ainda dentro das células, o acaro macho acasala com acaros
fémeas, sexualmente maduros, de modo que quando a abelha adulta
emerge da célula, tanto a fémea invasora como a fémea adulta madura e
jé fertilizada deixam a célula. Os acaros masculinos ndo sobrevivem
fora da célula e morrem (NAZZI; LE CONTE, 2016). As fémeas
adultas, depois de fertilizadas, abandonam as células de cria fixadas ao
corpo da abelha que ira emergir, vivendo sobre esta por cerca de uma
semana (CRUZAT; BAASCH, 2009; HARRIS; SHERIDAN;
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MaCGOWN, 2016), ou seja, passam para a fase forética antes de entrar
em uma célula de ninhada para se reproduzir novamente. Os acaros
fémea que ndo acasalaram produzirdo apenas descendentes machos
(SAMMATARO et al.,, 2000). O ciclo de vida do 4caro adulto ¢
variavel, vivendo em média de 2 a 3 meses no verdo ¢ 6 meses ou mais
no inverno ¢ outono (SCHLUCK, 1992). Os acaros fémeas podem
passar por dois ou trés ciclos reprodutivos ao longo de sua vida util
(NAZZI; LE CONTE, 2016).

Figura 7 Ciclo reprodutivo de Varroa destructor em Apis mellifera. Em azul:
desenvolvimento da abelha - os niimeros indicam os dias de célula operculada.
Em vermelho: desenvolvimento do 4caro da varrose - a letra 6mega indica as
desovas.
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Fonte: Adaptado de Cardozo, 2014.

O 4caro V. destructor mostra uma forte preferéncia pela cria de
zangoOes. Nas colonias de Apis mellifera carnica (Pollman, 1879), por
exemplo, a cria de zangdo ¢ infestada aproximadamente com oito vezes
mais frequéncia que a cria de operaria (GALLAI et al., 2009). Esta
preferéncia pode ser devida a presenga de maiores quantidades de
compostos atrativos nas larvas de zangdes (LE CONTE et al., 1989;
TROUILLER et al., 1991) quanto nos alimentos larvarios contidos
nessas células (NAZZI, MILANI, VEDOVA, 2004), bem como a maior
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duragdo do periodo de invasio (BOOT, CALIS, BEETSMA, 1992).
Inversamente, as células da rainha sdo raramente invadidas por acaros,
sugerindo que essas células podem ser repelentes ao acaro
(CALDERONE; LIN; KUENEN, 2002). Um estudo de laboratorio,
seguido de uma validacdo de campo, mostrou que o acido octandico,
abundante em geleia real e escasso em alimentos larvarios de abelhas
operarias e zangdes, € repelente ao acaro da Varroa, o que pode explicar
a infestacdo reduzida nas realeiras (NAZZI et al., 2009).

Em quadro de cria, ¢ comum encontrar larvas infestadas por dois,
trés ou mais acaros, bem como muitas células que ndo estdo infestadas.
Esta observagdo ilustra que a distribuicdo do acaro entre as células de
cria ndo € aleatoria, mas sim agregada (FLORIS, 1991)

O é4caro Varroa vive a uma temperatura correspondente a do
ninho de abelhas, que ¢ aproximadamente 34-35°C. Os bioensaios
laboratoriais indicaram que V. destructor mostra uma clara preferéncia
por temperaturas de aproximadamente 32 °© C £ 2,9 ° C (LE CONTE;
ARNOLD, 1988).

A temperatura pode afetar a fisiologia do &acaro. Em um
experimento realizado em condigdes laboratoriais, os 4acaros se
reproduziram a 34,5 °C, enquanto que nenhuma prole foi observada a
31,5 °C (CHIESA; MILANI; D’AGARO, 1989). Quando sec¢des do
favo de cria parasitado foram criadas em diferentes temperaturas, a
maior taxa reprodutiva foi obtida entre 32,5 ° C ¢ 33,4 ° C (LE CONTE;
ARNOLD; DESENFANT, 1990).

As condigdes higrométricas também desempenham um papel
importante, com umidade 6tima para reproducdo variando de 55% a
70%, umidades mais elevadas limitam a reprodugdo (KRAUS;
VELTHUI, 1997). Em suma, os valores de umidade e temperatura 6tima
para a reproducdo do Varroa combinam muito bem com aqueles
encontrados dentro da colmeia, embora as temperaturas nos quadros de
cria podem variar de 30,5 °C a 35,5 °C (BECHER; MORITZ, 2009) ¢ a
umidade é mais variavel do que normalmente se pensa, variando nos
diferentes locais da colmeia. Essa variacdo ocorre devido a fatores
relacionados a populacdo da colmeia e também pode depender dos
fatores externos, como a disponibilidade de agua (HUMAN;
NICOLSON; DIETEMANN, 2006).
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2.2 A CULTURA DA SOJA (Glycine max)
2.2.1 Soja

O cultivo de soja em larga escala iniciou nos Estados Unidos entre
os anos de 1920 e 1930, onde ela era utilizada, principalmente, como um
insumo para rag¢do animal (HIN, 2002). No Brasil, ela s6 foi introduzida
por volta de 1960 no estado do Rio Grande do Sul e, at¢ meados de
1970, cerca de 80% da produgdo nacional concentrava-se na regido Sul
(SCHNEPF; DOHLMAN; BOLLING, et al., 2001). Desde entdo, seu
cultivo vem se expandido para todo o territério brasileiro e sua maior
utilizagdo ¢ destinada a alimentagdo humana e animal e extracdo de 6leo
vegetal (MISSAO, 2006).

Atualmente, o Brasil é considerado o segundo maior produtor
mundial de soja (USDA, 2016), sendo esta a principal commodity
agricola do pais (CONAB, 2016). O Estado Unidos é o maior produtor
mundial e a Argentina ocupa o terceiro lugar (USDA, 2016). Na safra
2015/2016 a produgdo de soja no mundo foi de 312,67 milhdes de
toneladas, desse total o Brasil foi responsavel por 96,5 milhdes de
toneladas (USDA, 2016), com uma area plantada de aproximadamente
33.251,9 mil hectares, um crescimento de 3,48% em relagdo a safra
2014/2015. O Centro-Sul do Brasil apresentou a maior area cultivada,
em torno de 28.797,4 mil hectares seguido pelo Norte-Nordeste, com
4.454,5 mil hectares (CONAB, 2016).

O cultivo de soja apresenta muitas limita¢des, dentre as principais,
encontra-se a ocorréncia de pragas, onde destacam-se os lepidopteros do
género Spodoptera e os percevejos da familia dos pentatomideos, que
causam danos tanto na cultura da soja como no milho (GOMEZ;
AVILA, 2001; BRIDI, 2012). Tradicionalmente, o controle dessas
pragas ¢ realizado por meio de excessivas aplicagdes de inseticidas
(CORTEZ; TRUIJILLO, 1994), o que ocasiona aumento no custo de
produgdo, atinge organismos ndo-alvo, favorece a selecdo de linhagens
de pragas com resisténcia aos inseticidas, além de apresentar
consequéncias indesejaveis ao homem, aos animais ¢ a0 meio ambiente
em termos de toxicidade (LOGUERCIO; CARNEIRO; CARNEIRO,
2002). Em fungdo desses problemas, surgiram outras estratégias como,
por exemplo, as plantas geneticamente modificadas para resisténcia a
insetos. Em 2009, mais de 14 milhdes de produtores agricolas em 25
diferentes paises ja cultivavam plantas resistentes a insetos, ocupando
uma area de aproximadamente 134 milhdes de hectares (JAMES, 2014)
que vem aumentando a cada ano.
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A soja ¢ atualmente a oleaginosa mais produzida e consumida no
mundo (DE SOUSA, 2012). Apesar de ser considerada uma planta
autégama (RUBIS, 1970), ou seja, que se autopoliniza, a estrutura da
sua flor oferece recursos florais as abelhas, o que favorece a polinizagdo
cruzada e promove aumento na producdo (ERICKSON; GARMENT,
1979; CRANE; WALKER, 1983).

O comportamento de visita de polinizadores ¢ influenciado pelas
caracteristicas florais, tais como a morfologia, caracteristicas quimicas e
recompensas (VARASSIN; TRIGO; SAZIMA, 2001). Robacker et al.
(1983) relataram em seus estudos que os fatores edafoclimaticos afetam
o numero, tamanho, periodo de abertura, coloracdo e também a
producao de néctar das flores de soja. O néctar ¢ considerado a principal
recompensa para o polinizador (DELAPLANE; MAYER, 2000) e sua
concentracdo de acucares estd associada a diferentes tipos de
polinizadores, enquanto que a frequéncia e duragdo de visitas dependem
da taxa de produgdo de néctar (BIERNASKIE; CATAR; HURLY; 2002;
SHAFIR; BECHAR; WEBER, 2003; NICOLSON; NEPI, 2005). Entre
as variedades de soja existem respostas diferentes a polinizagdo, onde as
flores de coloragdo branca sdo consideradas as mais atrativas, visto que
secretam quantidades maiores de néctar (CHIARI et al. 2005) e de
melhor qualidade, com solidos soliveis em torno de 37% e em
quantidades entre 0 a 0,15 puL. (ERICKSON, 1975). Estudos realizados
por Lopes (2008), mostram que a flor da soja apresenta em média 12,32
uL/flor de agucares totais, dos quais 5, 85 pL/flor é de sacarose ¢ 6,69
uL/flor de frutose. Segundo Canto et al. (2008) e Herrera et al. (2009), o
tipo de polinizador pode afetar a composi¢do do néctar, os quais
induzem modifica¢des na composi¢do de agucares no néctar, reduzindo
a porcentagem de sacarose e aumentando a de frutose e glicose. Os
mesmos autores observaram proporgdes desiguais de glicose e frutose
em néctar de flores selvagens e de estufa, eles acreditam que isso se
deve a atividade metabolica de leveduras provenientes do aparelho bucal
dos polinizadores (BRYSCH-HERZBERG, 2004).

Juliano (1976), estudando a variedade de soja Santa Rosa, relatou
um aumento no numero de vagens de 37,95% e no peso médio das
vagens de 39,85% em relag@o a soja livre de polinizadores. Nogueira-
Couto e Pereira (1983) e Nogueira-Couto, Pereira, De Jong (1998),
observaram um aumento na produgdo de vagens e sementes de 55,8% e
44,7%, respectivamente, na presen¢a de 4. mellifera. Erickson (1975),
Abrams et al. (1978) e Erickson et al. (1978), encontraram um aumento
de 5 a 20% na produgdo de soja com a coloca¢do de colmeias de A.
mellifera em experimentos com gaiolas. Issa et al. (1984), observaram
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um aumento no nimero de vagens e sementes no tratamento com
polinizadores em relagdo ao sem polinizadores. O aumento no peso das
sementes foi de 81% para a variedade IAC- 5115 e de 9% para a
variedade TAC-3, em relacdo ao controle. Moreti et al. (1998),
trabalhando com polinizacdo com A. melliferia em soja, observou que o
nimero e peso de vagens e sementes foram maiores nas plantas cobertas
com gaiolas de abelhas em relagdo as plantas ensacadas, livres da
visitacdo de polinizadores. As plantas de soja, v. IAC-114, mostraram
aumento no numero de vagens e sementes de 58,58% e 82,31%,
respectivamente, quando visitadas pelas abelhas. Este trabalho concluiu
que a introducdo de A. mellifera para polinizagdo pode elevar a
produtividade em mais de 25%, principalmente devido ao aumento no
percentual de vagens com trés grdos. Chiari (2008), estudando a
variedade BRS-133 de soja, observaram que o nimero de vagens por
planta foi maior na area coberta por gaiola com abelhas (38,28%) e area
livre (32,65%), quando comparado com o da area coberta por gaiola sem
abelhas (21,19%). Ao fim do ciclo, obteve-se beneficio na produgdo de
graos quando foi permitida a visita de abelhas. Ela chegou a 2.757,40 kg
ha-1 em 4area coberta por gaiola com abelhas, ¢ 2.828,47 kg ha-1 em
area livre para visitacdo de insetos, em ambas a produgdo foi superior a
obtida em area coberta por gaiola sem abelhas (2.000,53 kg ha-1).

Moreti et al. (1998), trabalhando com soja, observou que esta
espécie ¢ atrativa para as abelhas meliferas e elas concentram seu
forrageio na coleta de néctar no turno da manha. Todas as colmeias
utilizadas nesse trabalho, produziram mel ao final do florescimento (30
dias) e a produg¢do média por colmeia foi de 10,1 £ 0,86 kg. Milfont
(2012), estudando visitantes florais em soja, também observaram que as
abelhas campeiras visitam as flores, preferencialmente, no periodo das
10 as 13 horas da tarde, sendo que a partir das 15 horas ndo se observou
mais a visita desses polinizadores. O horario com maior temperatura, 12
horas, foi o que obteve o maior numero de visitas por abelhas nas flores
de soja. (ISSA et al., 1984). Nogueira-Couto (2000), observou que
abelha 4. mellifera é o visitante floral mais frequente em flores da soja e
o periodo de atividade de forrageamento pelas abelhas campeiras, esta
entre 7 e 15 horas, sendo que o horario de maior visitagdo foi entre 11 ¢
13 horas. Segundo Jung et al. (2013), as condigdes climaticas
interferem no comportamento das abelhas campeiras, sendo que elas t€m
preferéncia pelos periodos mais quentes e ensolarados do dia para a
atividade de forrageamento, o que coincide com periodo de abertura das
flores de soja.
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2.2.2 Soja transgénica - Intacta RR2 PRO®

Somente em 1987, foram obtidas as primeiras plantas transgénicas
resistentes a insetos, devido a complexidade no processo de
transformacdo, mediante a inser¢do de genes Cry recombinantes que
codificam a sintese de proteinas inseticidas recombinantes. As primeiras
plantas a receberem essa tecnologia foram as de tomate (proteina
rCrylAb) e tabaco (proteina rCrylAc) (POLANCZYK; SILVA;
FIUZA, 2003). Desde entdo, muitos genes rCry foram inseridos em
diversas plantas como algoddo, arroz, milho, batata, canola e soja
(MACRAE et al., 2005; HOMRICH et al., 2008).

Em relacdo a soja, desde de 1990, tem se buscado alternativas
para o controle de lagartas desfolhadoras, através do avango da
biotecnologia (BERNARDI, 2012). O primeiro relato de inser¢do bem-
sucedida de um gene Cry em soja, ocorreu em 1994, com a proteina
rCrylAb (PARROTT et al., 1994). Posteriormente, foram desenvolvidas
linhagens experimentais de soja que expressam a proteina CrylAc
(HOMRICH et al., 2008).

A soja (Glycine max L. Merril) Intacta RR2 PRO® produzida pela
empresa Monsanto Ltda esta liberada para cultivo comercial em varios
paises do mundo. Para obten¢do da nova variedade de soja INTACTA
RR2 PRO®, duas linhagens com eventos diferentes foram cruzadas para
obter o evento de soja estaqueado MON 87701 x MON 89788 que
expressa tanto a proteina inseticida rCryl Ac como a EPSPS. Segundo os
proponentes da tecnologia, essa proteina toxica rCrylAc, expressa
protecdo as pragas-alvo primarias, como a lagarta-da-soja (Anticarsia
gemmatalis, Hiibner, 1818) e a lagarta falsa-medideira (Chrysodeixis
includens, Walker, 1857 e Rachiplusia nu, Guenée, 1852), broca das
axilas, também conhecida como broca dos ponteiros (Crocidosema
aporema, Walsingham, 1914), lagarta das macas (Heliothis virescens
Fabricius, 1781), supressdo a lagarta do tipo Elasmo (Elasmopalpus
lignosellus, Zeller, 1848) e Helicoverpa (Helicoverpa zea, Boddie, 1850
e Helicoverpa armigera, Hiibner, 1809), além de sua tolerancia aos
herbicidas a base de glifosato, proporcionado pela tecnologia Roundup
Ready (RR), ja presente na soja transgénica de primeira geragdo
(AGROESTE, 2014).

No Brasil, o uso de transgénicos aumentou pelo menos 5 vezes
nos ultimos 12 anos. Em 2013, foram cultivados 26,9 milhdes de
hectares de soja transgénica, de acordo com a Céleres Consultoria, o que
corresponde a 92,4% da area plantada com soja no Pais (EMBRAPA,
2014). O uso em larga escala pode representar um risco para a
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biodiversidade pelos possiveis efeitos sobre organismos ndo-alvo, o que
torna mais importante os estudos que avaliem tal interagdo (SILVA,
2013). Sabugosa-Madeira e Abreu (2009) argumentam que um dos
fatores especulados para este declinio ¢ a proteina Cry presente em
plantas geneticamente modificadas, produzidas por genes recombinantes
a partir de genes isolados de Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911) (Bt).
Essas proteinas s3o nocivas aos insetos, visto que as abelhas estdo
expostas a essas toxinas através de diversas rotas. Desta forma, tais
toxinas poderiam ser uma das causas da CCD.

2.2.2.1 Proteina Bt

O B. thuringiensis, comumente abreviado por Bt, facultativa
aerdbico ¢ uma bactéria gram-positiva em forma de bastonete capaz de
formar endosporos de vida longa (ENTWISTLE et al., 1993; DE
MAAGD et al., 2003).

Esta espécie tem sido muito estudada e utilizada comercialmente
ha anos devido a sua capacidade de sintetizar proteinas com
propriedades inseticidas (OECD, 2007). Foi na Franga, em 1938, que
preparagdes de isolados naturais de B. thuringiensis foram usadas como
agrotoxico comercial pela primeira vez (BERNARDES, 2011).

Atualmente, preparagdes microbianas de B. thuringiensis estdo
aprovadas para uso no mundo inteiro. Estas preparagdes contém uma
mistura de pesticidas microbianos que interagem extensivamente entre
si para influenciar a toxicidade e especificidade de insetos (OECD,
2007).

As proteinas inseticidas produzidas por B. thuringiensis exibem
uma variedade enorme no que diz respeito ao modo de acdo, a
especificidade do alvo, e 0 mecanismo de expressdao (OECD, 2007).

Atualmente, sdo conhecidas inumeras espécies de bactérias
associadas a doengas em insetos (ALVES, 2011), mas nem todas
apresentam as caracteristicas desejaveis a aplicacdo do controle
biolégico de insetos-praga das plantas cultivadas (FIUZA, 2001). Entre
essas bactérias capazes de exercer controle sobre insetos, o género
Bacillus apresenta especial importancia no controle bioldgico de pragas,
destacando-se o B. sphaericus e o B. thuringiensis (PRIEST, 1992;
CRICKMORE et al., 2016).

As proteinas inseticidas de Bf matam os insetos por um processo
que inclui as etapas de processamento de solubilizacdo do cristal,
transformagdo para a forma ativa da protoxina, a aderéncia com os
receptores do intestino médio e sua inser¢do irreversivel na membrana
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apical (JENKINS et al., 1999, WHALON; WINGERD, 2003) formando
canais de ions ou poros. Estes poros causam a perda da regulagdo
osmotica e lise da célula ocasionando a morte do inseto. Além disso, a
morte do inseto também pode ocorrer em fung¢do de uma segunda causa
associada a primeira, que ¢ a multiplicagdo bacteriana na hemolinfa,
determinando um processo septicémico (GILL et al., 1992).

2.2.2.2 Acdo inseticida de OGMs em organismos ndo-alvo

As espécies expostas as proteinas Bt por um longo tempo, mas
que ndo sdo alvos diretos das culturas Bt (ANDOW; HILBECK, 2004)
sdo definidas como organismos ndo-alvo. Estes organismos podem estar
expostos as toxinas de plantas GM de forma direta quando estes insetos
entram em contado direto com a proteina Bt através do consumo da
planta ou de produtos das plantas, como néctar e pdlen (NUNES, 2010)
ou indireta, quando os insetos adquirem a proteina Bt através da
alimentacdo de herbivoros ou pelo consumo do “honeydew” de insetos
que se alimentaram da planta transgénica (GROOT; DICKE, 2002;
FARIA et al., 20006).

O efeito de plantas geneticamente modificadas (GM) sobre
organismos ndo-alvo ¢ amplamente discutido pela comunidade
cientifica. Muitos foruns internacionais indicam a necessidade de
avaliagdes dos possiveis impactos destes organismos geneticamente
modificados, como o Protocolo de Cartagena sobre Biosseguranca de
Organismos Modificados, vinculado a Convengdo sobre Diversidade
Biologica, entre outros (CAPALBO et al., 2003). Segundo Kuiper et al.
(2001), deve-se avaliar os possiveis riscos ambientais e efeitos na
biodiversidade e no ambiente em que a variedade foi ou sera liberada,
avaliando caso a caso e considerando a modificacdo genética que a
planta apresenta.

Bohn et al. (2008) observaram que Daphnia magna alimentadas
com milho geneticamente modificado (GM), que expressa a Bt-toxina
CrylAb (Bt-milho,) apresentaram maior mortalidade, a propor¢do de
fémeas que atingiu a maturagdo foi menor e a produgdo total de ovos foi
menor em compara¢do com D. magna alimentadas com milho isogénico.
Hilbeck et al. (1998) observaram que Chrysoperla carneo quando
criados apenas em dieta artificial contendo toxina CrylAb, obtiveram
mortalidade imatura significativamente maior (57%) do que no controle
ndo tratado (30%). As larvas de C. carneo que receberam CrylAb
durante seu desenvolvimento larval também morreram em maior
quantidade (29%) quando comparado com o respectivo controle (17%).
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Estes resultados demonstram que CrylAb ¢ toxico para C. carneo a 100
umg/ml de dieta.

Ramirez-Romero el. (2008) estudaram os efeitos da proteina
CrylAb em abelhas e observaram que elas demoram mais para consumir
o xarope contaminado. Além disso, as abelhas expostas a 5000 ppb de
tiveram seu desempenho de aprendizagem Perturbado. As abelhas
continuaram a responder a um cheiro condicionado mesmo na auséncia
de uma recompensa alimentar. Os resultados mostram que as culturas
transgénicas que expressam proteina CrylAb a 5000 ppb podem afetar o
consumo alimentar ou os processos de aprendizagem e, assim, pode
afetar a eficiéncia da forragem de abelhas.

2.3 ROUNDUP®

O Roundup surgiu em 1970 com a sintese do glifosato,
ingrediente ativo do herbicida. Ele foi registrado pela primeira vez em
1974 para uso na Malasia e no Reino Unido, dois anos depois foi
registrado nos Estados Unidos. Em 1978 o produto chegou ao Brasil,
ainda importado, para ser comercializado. No Brasil ele passou a ser
produzido no ano de 1984. Atualmente, o Roundup tem registro em
mais de 120 paises, sendo o mais vendido no mundo para o controle de
plantas daninhas em pré-plantio das lavouras (MOURA; MARIN,
2013).

Roundup® (480 g/L equivalente 4cido; 648 g/L sal de
isopropilamina de glifosato), desenvolvido pela Monsanto do Brasil
Ltda., ¢ um herbicida p6s emergente, de acdo sistémica, ndo-seletivo e
de amplo espectro de agdo, utilizado no controle de plantas infestantes
para uso exclusivo e seletivo em variedades de soja geneticamente
modificadas, denominadas Soja Roundup Ready® (ROUNDUP
READY", 2015; CAGLAR; KOLANKAYA, 2008). Este herbicida esta
inserido na classificagdo toxicoldgica Il (altamente toxico), e na
classificacdo a protecdo do meio ambiente esta inserido na classe 111
(produto perigoso a0 meio ambiente) (ROUNDUP READY™, 2015).

Seu principio ativo é o glifosato (N-fosfonometil-glicina),
pertencente a classe dos organofosforados e ao grupo quimico das
glicinas substituidas. Apresenta formula molecular C3HENOSP com
massa molecular relativa de 169,07 g/mol (ANVISA, 2010;
ANDRIGHETTI, 2011; TARC MONOGRAPHS, 2015; ROUNDUP
READY®, 2015). Além do glifosato, sdo adicionados a formulagdo
outros ingredientes conhecidos como adjuvantes, a fim de aumentar a
eficacia do herbicida (GALLI; MONTEZUMA, 2005).
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Figura 8 Formula estrutural do glifosato.
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O glifosato atua em plantas inibindo o seu crescimento através da
interferéncia da producdo de aminoédcidos aromaticos essenciais. Ele
inibe a atividade da enzima S5-enolpiruvoil-chiquimato-3-fosfato
sintetase (EPSPS), responsavel pela biossintese do intermediario
corismato, precursor na sintese e 3 (trés) aminodacidos essenciais:
fenilalanina, tirosina e triptofano (WILLIAMS; KROES; MUNRO,
2000). Consequentemente, ocorre reducdo na sintese de proteinas
cessando o crescimento e, eventualmente, ocorre rompimento e morte
celular (ANADON et al., 2009). Os fabricantes do glifosato, consideram
que ele é toxico apenas para plantas e alguns microorganismos, visto
que atua em uma via presente, exclusivamente, nestes organismos. Para
os demais seres vivos como mamiferos, peixes, passaros, répteis e
insetos, ele é relativamente ndo toxico, visto que estas formas de vida
ndo dependem da rota do chiquimato porque retiram da dieta os
produtos aromaticos que necessitam (MONSANTO, 1989; GRUYS;
SIKORSKI, 1999).

Na ficha de informagdes de seguranca de produtos quimicos -
FISPQ (2008), disponibilizado pela Monsanto, consta que a DL 50, 48
horas, oral e dérmica para abelhas é de 100 pg de equivalente acido do
glifosato/abelha.
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2.4 EFEITO DOS AGROTOXICOS SOBRE ABELHAS

Muitos autores citam os efeitos subletais dos agrotdxicos, ndo
apenas os inseticidas, mas os herbicidas e fungicidas sobre os
polinizadores. Eles podem prejudicar o desempenho das colmeias e a
viabilidade a longo prazo das colmeias. Em muitos estudos, observou-se
diferencas no crescimento, fecundidade, longevidade, comportamento
(DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007), indices de
desempenho que incluem a taxa da massa da colmeia (FAUCON et al.,
2005), na atividade de forrageamento (entrada e saida pelo alvado das
colmeias) (DECOURTYE et al. 2004a), quantidade de cria produzida
(FAUCON et al., 2005), capacidade de aprendizagem, como encontrar o
caminho de volta para a colmeia (DECOURTYE et al., 2001, 2004a,
2004b, 2005; DECOURTYE; LACASSIE; PHAM-DELEGUE, 2003), a
taxa de a absor¢do de alimentos (RAMIREZ-ROMERO et al., 2008) e
nivel de atividade locomotora (LAMBIN et al., 2001). Alguns estudos
também demonstram que esses polinizadores ficam mais suscetiveis ao
ataque de doengas e pragas quando expostos a agrotoxicos. Outro fato
observado ¢ que a producdo de mel e cera ndo depende apenas da
disponibilidade de flores no ambiente, mas da qualidade dos alimentos
que as abelhas coletam. Agora ¢é claro que as flores contaminadas com
pesticidas afetam a satde das abelhas, na medida em que a sua
produtividade diminui (KRUPKE; LONG, 2015). Além disso, a
combinacdo de alguns fungicidas com inseticidas foi revelada mais
mortal para as abelhas do que qualquer produto quimico sozinho
(JOHNSON et al., 2013).

Na maioria das vezes, a exposi¢do das abelhas aos agrotoxicos €
através da ingestdo de residuos encontrados no poélen e no néctar das
plantas cultivadas ou das ervas daninhas ao redor dos campos que foram
contaminadas (SANCHEZ-BAYO, GOKA, 2014). Os residuos de
agrotdxicos no polen e no néctar sdo levados pelas abelhas forrageiras
para as colmeias e permanecem no pao de abelha e no mel por algum
tempo (ORANTES-BERMEIJO et al., 2010). O alimentado contaminado
¢ oferecido as larvas e a rainha, que sdo afetadas em maneiras similares
as abelhas campeiras. Além do alimento, as abelhas também bebem
dgua para manter sua temperatura corporal sob controle
(SCHMARANZER, 2000). Os residuos de agrotéoxicos no solo
eventualmente se movem para a agua e aparecem nos riachos, rios e
lagoas proximas de areas agricolas (BELDEN et al., 2007). As abelhas
gostam de beber de pogas, fossos de irrigacdo, lagoas e riachos, e se
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essas aguas sdo contaminadas com residuos de pesticidas, as abelhas
forrageiras as ingerem também (SAMSON-ROBERT et al., 2014).

Embora os herbicidas sejam, muitas vezes, considerados
inofensivos para as abelhas, muitas pesquisas mostram o contrario, visto
que eles estdo potencialmente biodisponiveis para as abelhas forrageiras
a partir do polen, do néctar e da agua (TAPPARO et al., 2012;
KRUPKE et al., 2012). Além disso, reconhece-se que a utilizagdo
extensiva e prolongada de herbicidas conduz a uma menor diversidade
de plantas com flores (HALD, 1999; HY VONEN; SALONEN, 2002) o
que afeta inevitavelmente as colmeias de abelhas e a sua produtividade
(GOULSON et al., 2015).

Papaefthimiou et al. (2002), trabalhando com o herbicida 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) encontraram morte celular no atrio do
coragdo de abelha (Apis mellifera macedonica) ap6s exposicdo ao
produto. Apenas 1 uM (micro mol) de 2,4-D foi necessario para reduzir
a forga e a frequéncia das contragdes cardiacas em 70% em 20 minutos.
Esta espécie de abelha foi muito mais sensivel ao herbicida do que
outros insetos testados, incluindo o besouro Tenebrio molitor, que
exigiu mais de 1000 puM de 2,4-D para produzir o mesmo resultado. Em
um estudo anterior, dez diferentes herbicidas foram oferecidos em
alimentos (solucdo de sacarose a 60%) as abelhas para determinar seus
efeitos na produgdo de cria. Picloram, 2,3,6-TBA e dicamba ndo
apresentaram efeitos adversos a 1000 ppm, mas cloramben e dalapon
causaram uma redug¢do no desenvolvimento da ninhada e 2,4-D, 2,4,5-T,
silvex, 2,4-DB e EPTC reduziram ou eliminaram gravemente a
producao de ninhada (MORTON; MOFFETT, 1972).

A Argentina realizou um estudo ambiental em aguas lixiviadas de
lavouras de soja, no qual identificou o glifosato em concentragdes entre
0.10 € 0,7 mg/L (0,10 e 0,7 ppm). Em sedimentos e em solos, os valores
encontrados variaram entre 0,5 e 5,0 mg/kg (0,5 ¢ 5,0 ppm) (PERUZZO;
PORTA; RONCO, 2008). Sanchis et al. (2012), detectaram a presenca
do glifosato em 41% das 140 amostras analisadas de dgua subterranea
coletadas na Catalunia, Espanha. Annett, Habibi e Hontela (2014),
reuniram diversas informagdes descritas em estudos ambientais, nos
quais glifosato ¢ AMPA (seu derivado) foram detectados na agua
superficial de diversos locais dos Estados Unidos, Canada e Franga.

Neste sentido, ¢ importante desenvolver estudos sobre os efeitos
subletais inerente ao glifosato e aos adjuvantes presentes no produto
comercial Roundup®, visto que ele ¢ um dos produtos mais utilizados
no mundo nos dias atuais, estando presente no meio ambiente.
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2.5 ALIMENTACAO ARTIFICIAL

As abelhas necessitam alimentar-se para suprir as exigéncias
nutricionais de seu organismo. Os nutrientes requeridos sdo 0s mesmos
requeridos por outros animais, isto €, agua, carboidratos (aglcares),
proteinas, vitaminas, sais minerais e lipideos (acidos graxos, esterdis),
para sobreviverem (COUTO, 1998; PEREIRA et al., 2003). Quando as
necessidades nutricionais ndo sdo satisfeitas, a capacidade reprodutiva e
a producdo sdo afetadas. E comum, também, que as abelhas migrem em
busca de melhores condig¢des, fazendo com que os apicultores percam
seus enxames (PEREIRA et al., 2003; EPAGRI/PECA, 2011,
PAULINO, 2013).

Os alimentos utilizados pelas abelhas podem ser naturais ou
artificiais, esse ultimo, geralmente, ¢ fornecido em periodo de escassez
de alimento (néctar e pdlen) no campo (PAULINO, 2013),

Os alimentos naturais que satisfazem as exigéncias nutricionais
das abelhas provém, exceto a agua, de dois produtos florais basicos: o
polen, que serve como fonte de proteinas, gorduras, vitaminas e
minerais; ¢ o néctar ou honeydew, utilizados para a producido do mel, o
qual fornece os carboidratos (COUTO, 1998). Juntos, o mel e pdlen
fornecem os nutrientes necessarios ao desenvolvimento e & metamorfose
larval e ao desenvolvimento e as fungdes dos adultos (STANDIFER et
al, 1977; CHALMERS, 1980; WINSTON, 1987). A agua também ¢ um
alimento natural e essencial para as abelhas, fazendo parte do
metabolismo e sendo utilizada na diluicdo de alimentos concentrados
(KUHNHOZL; SEELEY, 1997).

Os alimentos artificiais podem ser obtidos de substincias como a
levedura inativada da cana-de-agticar ou de cerveja, sumo de caju,
xarope de aclcar, goma de mandioca, vagem de algaroba, proteina
texturizada, farinha ou farelo de soja, entre outros (PEREIRA et al.,
2003; EPAGRI/PECA, 2011).

A nutri¢do artificial torna-se uma medida determinante no €xito
ou fracasso da atividade. Por isso, no periodo de poucas floradas, como
por exemplo, entre o outono e o inverno, ou em periodos muito secos,
chuvosos ou frios, deve-se fazer a alimentacdo artificial. Colmeias
fracas, colmeias poedeiras em recuperacdo ou colmeias que sofreram
divisdo, também devem receber alimentagdo artificial para seu
fortalecimento (PEREIRA et al., 2003; EPAGRI/PECA, 2011).

Ha dois tipos de alimentacado artificial, a de subsisténcia, rica em
carboidratos, ¢ utilizada visando suprir a falta de alimento natural, em
épocas de pouca florada (ALBANEZ, 2010). Esse alimento ¢ formado,
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basicamente, por uma mistura de agua e actiicar (ZAKARIA, 2007), o
qual ajudara as abelhas a manter a temperatura da colmeia
(ESPINDOLA et al, 2002). Para facilitar a digestdo dos agticares e evitar
gastos energéticos, Guy, Huber e Huber (1992) comentam que deve ser
oferecido "agucar invertido", para as abelhas. Ele ¢ obtido da hidrdlise
da sacarose em meio acido, que forma glicose e frutose. Geralmente,
acrescentam-se acido citrico (comercial ou suco de limédo) ou tartarico
para que ocorra a hidrolise (LENGLER, 2000; PEREIRA et al., 2006).
O outro tipo de alimentagdo ¢ a estimulante, que ¢ composta por
substancias proteicas e energéticas. Ela deve ser realizada cerca de dois
meses antes da época de florada para estimular a postura da rainha e,
consequentemente, aumentar a populacdo do enxame, principalmente no
numero de abelhas com idade de campeira (ALBANEZ, 2010).

Na escolha dos ingredientes para compor a alimentacdo
suplementar para as abelhas (IOIRICH, 1986), deve-se escolher os
alimentos com sabor e aroma agradaveis. Pesquisas demonstram que
substitutos do podlen contribuem para que as colonias tenham um
desenvolvimento adequado, quando oferecidos como uma dieta
balanceada e de forma atrativa e palatavel (LENGLER et al., 2000;
CREMONEZ et al., 2002). Para isso, o nivel de proteina bruta, do
alimento artificial, deve ter, no minimo, entre 20 ¢ 25%, assim como o
polen, visto que a longevidade das operarias ¢ influenciada pelo nivel
proteico (SOMERVILLE, 2000). Estudos demonstraram que a
utilizagdo de uma dieta artificial como fonte de proteina, durante o
inverno, induziu um aumento na populacdo de crias e de abelhas
operarias (MATTILA; OTIS, 2006; AKYOL et al., 2006).

O farelo ou farinha de muitas commodities, como o milho, soja e
trigo, tem sido utilizado como substituto do pdlen. Castagnino et al.
(2004), ofereceram um composto, finamente moido, de farelo de soja,
farelo de milho e farinha de trigo na alimentagdo artificial de A.
mellifera. Esse alimento foi considerado atrativo para as abelhas, visto
que promoveu um aumento na area de cria da colmeia. Segundo
Shimanuki e Hebert (1985), a farinha de soja é adequada a criagdo de
larvas de abelhas quando oferecida como tUnica fonte de proteina no
alimento. Estudos realizados por Doull (1980), provaram que a
alimentacdo com suplemento proteico aumenta a produtividade da
colmeia. Dessa maneira, muitos apicultores e pesquisadores tém testado
uma diversidade de suplementos alimentares na producdo de dietas
proteicas para as abelhas, como farelo ou farinha de soja, levedura de
cana-de-agucar, farinha lactea, farelo de trigo, farelo de gliten de milho,
farelo de polpa de citros, entre outros (AZEVEDO-BENITEZ;



56

NOGUEIRA-COUTO, 1998; COUTO, 1998; LENGLER, 2000;
CREMONEZ; JONG; BITONDI, 1998).

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os impactos da alimentacdo artificial proteica contendo
farinha de soja geneticamente modificada (Intacta RR2 PRO®) e
alimentacdo energética contaminada com o herbicida Roundup® sobre
colonias de 4. mellifera.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

1. Detectar e confirmar a presengca de proteina rCrylAc na
farinha de soja transgénica intacta RR2 PRO® e confirmar a auséncia da
mesma proteina em farinha de soja orgénica e convencional.

Hipotese: A farinha de soja transgénica apresenta proteina
rCrylAc na sua composi¢do e as farinhas de soja organica e
convencional ndo apresentam.

2. Avaliar o comportamento higi€nico em colmeias submetidas a
alimentacdo proteica com farinha de soja transgénica, convencional e
organica.

Hipotese: As abelhas submetidas a alimentacdo com farinha de
soja geneticamente modificada (Intacta RR2 PRO®) apresentam uma
diminuicdo no seu comportamento higiénico devido aos efeitos sub-
letais da proteina rCry1Ac.

3. Avaliar o comportamento higiénico em colmeias submetidas a
alimentacdo energética com xarope de agucar contendo Roundup®.

Hipotese: As abelhas submetidas a alimentagdo com xarope de
acucar contendo Roundup® apresentam uma diminui¢do no seu
comportamento higiénico devido aos efeitos sub-letais do Roundup.

4. Avaliar a flutuagdo do grau de infeccdo de nosemose em
colmeias submetidas a alimentagdo proteica com farinha de soja
transgénica, convencional e organica.

Hipotese: As abelhas submetidas a alimentagdo com farinha de
soja geneticamente modificada (Intacta RR2 PRO®) ficam mais
susceptiveis ao ataque de nosemose, apresentando um aumento no grau
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de infec¢do desta doenga devido aos efeitos sub-letais da proteina
rCrylAc.

5. Avaliar a flutuagdo do grau de infeccdo de nosemose em
colmeias submetidas a alimentacdo energética com xarope de agucar
contendo Roundup®.

Hipotese: As abelhas submetidas a alimentagdo com xarope de
agucar contendo Roundup® ficam mais susceptiveis ao ataque de
nosemose, apresentando um aumento no grau de infec¢do desta doenga
devido aos efeitos sub-letais do Roundup.

6. Avaliar a flutuagdo do grau de infestacdo de varroose em
colmeias submetidas a alimentagdo proteica com farinha de soja
transgénica, convencional e organica.

Hipotese: As abelhas submetidas a alimentagdo com farinha de
soja geneticamente modificada (Intacta RR2 PRO®) ficam mais
susceptiveis ao ataque de varroose, apresentando um aumento no grau
de infestacdo desta praga devido aos efeitos sub-letais da proteina
rCrylAc.

7. Avaliar a flutuagdo do grau de infestacdo de varroose em
colmeias submetidas a alimentacdo energética com xarope de agucar
contendo Roundup®.

Hipotese: As abelhas submetidas a alimentagdo com xarope de
agucar contendo Roundup® ficam mais susceptiveis ao ataque de
varroose, apresentando um aumento no grau de infestagdo desta praga
devido aos efeitos sub-letais do Roundup.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no apidrio experimental do
Complexo da Cidade das Abelhas, localizado no bairro do Saco Grande,
Florian6polis — SC, no periodo de abril a agosto de 2016. Foram
utilizadas como unidade amostral 20 colmeias de A. mellifera com
delineamento experimental inteiramente casualizado, com 4 (quatro)
repeticdes. As analises de nosemose e varroose foram realizadas no
Laboratorio de Entomologia Agricola do Centro de Ciéncias Agrarias
(Labento) — CCA, da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC,
localizado no bairro do Itacorubi, Floriandpolis - SC. Para discutir os
dados, foram utilizados dados climaticos brutos de abril a agosto 32016
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cedidos pela EPAGRI-CIRAM, da estacdo automatica 1006 de
Florianodpolis.

4.1 DADOS METEOROLOGICOS

Existem fatores, referentes ao clima, que afetam a visita da abelha
as flores e a flutuacdo de doengas e pragas na colmeia como:
temperatura, precipitagdo e umidade relativa.

O més de abril apresentou as maiores temperaturas entre 0s meses
de pesquisa (Figura 9). No més de junho, observou-se as menores
temperaturas, visto que ¢ o més de entrada na estagdo do inverno.
Normalmente, ele possui as temperaturas mais baixas do ano. Em 2016,
sua temperatura média foi de 13,3°C, sendo que a temperatura maxima
observada no més foi de 22,6°C ¢ a minima foi de 1,7°C. No més de
julho as temperaturas foram muito semelhantes & do més anterior, mas
com um leve aumento nas temperaturas. A temperatura média foi de
15,3°C, sendo que a temperatura maxima observada no més foi de
28,5°C e a minima foi de 3,7°C. No més de agosto ela foi de 16,7°C,
sendo que a temperatura maxima observada no més foi de 30,6°C e a
minima foi de 4,4°C.

Figura 9 Temperatura média de abril a agosto de 2016 em Florianopolis.
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Fonte: EPAGRI-CIRAM.
O més de abril apresentou a segunda maior precipita¢do total em
relacdo aos meses de avaliagdo (Figura 10). Nesse més foram
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observados dez dias com precipitagdes, com soma total de 116,2 mm. O
més de maio teve quatro dias com precipitagdes, sendo sua soma total de
63,7 mm. O més de junho apresentou a menor precipitagdo total entre os
meses de avaliagdo, 47,2 mm. Normalmente, esse més apresenta a
menor precipitacdo total entre os meses do ano. Contudo, apesar de ter
sido baixa, ela foi bem distribuida entre oito dias. O més de julho foi o
que obteve maior precipitagdo total, 120,4,7 mm. Entretanto, ela ocorreu
em apenas quatro dias, diferente do que aconteceu no més anterior. O
més de agosto onze dias com precipitagdes, sendo sua soma total de
63,7 mm.

Figura 10 Precipitacao total (mm) mensal de abril a agosto em Florianopolis.
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Fonte: EPAGRI-CIRAM.
A umidade relativa média foi de 85,2%, no més de abril, de

86,9% no més de maio, de 84,8% de junho, de 86,5% no més de julho e
de 83,5% no més de agosto (Figura 11).
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Figura 11 Umidade relativa (%) média observadas de abril a agosto em
Florianopolis.
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Fonte: EPAGRI-CIRAM.
4.2 QUALIDADE DAS COLMEIAS DE 4. mellifera

A avaliacdo da qualidade das colmeias foi realizada através da
classificacdo populacional, adaptando-se a proposta sugerida por
Sezerino (2014) em colmeias levadas aos pomares (Tabela 2). Nos
meses em que a avaliacdo foi realizada no inverno (junho, julho e
agosto), apenas levou-se em consideragdo a populacdo de abelhas
adultas e a quantidade de quadros com mel na colmeia, visto que nessa
época a rainha diminui significativamente sua postura.
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Tabela 2 Classificacdo de colmeias, de acordo com sua populacdo de abelhas
adultas, de cria aberta e fechada, e reservas de alimento energético.

Populacio de

Classificacao abelhas Crias Mel
adultas
1 favo com
8-10 favos 2-3,5 favos cria aberta
Boa cobertos em cobertos com 2,5 favos 2 favos
ambas as faces crias com cria
fechada
1/2 favo
4-7 favos 1-1,75 favos com cria
Regular cobertos em  cobertos com aberta 1,25 2 favos
ambas as faces crias favos com

cria fechada

1/4 favo
1-3 favos 0-0,75 favos com cria
Ruim cobertos em  cobertos com  aberta 1/2 2 favos
ambas as faces crias favos com

cria fechada

Fonte: Adaptado de Sezerino, 2014.
4.3 PREPARO DO ALIMENTO ARTIFICIAL

Foram preparados cinco tipos de alimentos: xarope de aglicar
invertido, sem adigdo de substancia proteica (CT); xarope de agucar
invertido e farinha de soja organica (CO); xarope de agucar invertido e
farinha de soja convencional (CC); xarope de agticar invertido e farinha
de soja transgénica Intacta RR2 PRO® (CTR); e por ultimo, xarope de
acucar invertido com residuo de Roundup® (CR).

Para o preparo do xarope de agucar invertido, foi utilizado agticar
cristal e 4gua na propor¢do 2:1. A mistura foi levada ao fogo e, ao
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levantar fervura, foram adicionados 5g de acido tartarico. Esta mistura
foi mantida em fogo baixo por mais 5 min. Depois do fogo ser
desligado, deixou-se a mistura esfriar naturalmente. Quando fria, a
mistura foi armazenada em garrafas plasticas de 5 L.

Para preparar o alimento proteico, foi realizada uma adaptacao
dos protocolos de trabalhos que realizaram alimentacdo in vitro de
larvas de A. mellifera, para identificar os efeitos da proteina Cry sobre
individuos dessa espécie. Visto que esses protocolos utilizaram larvas
criadas em laboratorio e as alimentaram individualmente com alimentos
proteicos contendo proteina Cry purificada ou polen de milho Bt. Esses
trabalhos forneceram de 1,5 a 2 mg de pdlen para cada larva (HANLEY;
HUANG; PETT, 2003; HENDRIKSMA; HARTEL; STEFFAN-
DEWENTER, 2011).

A farinha soja tem quantidade semelhante de proteina que o pélen
de soja, entretanto, como o alimento ndo foi fornecido diretamente as
larvas e, além disso, o alimento coletado pelas abelhas operarias ndo foi
apenas destinado a alimentacdo das crias, mas também armazenado em
alvéolos dos favos, o presente estudo foi realizado com a dosagem de 2
mg de farinha de soja por célula de cria, a mesma quantidade utilizada
nos trabalhos realizados em laboratorio com pdlen de milho. Bizzocchi
(2014), também utilizou esses valores quando trabalhou com
alimentacdo de polen de milho transgénico em colmeias a campo. As
colmeias utilizadas continham, em média, 4 quadros de crias, sendo 2 de
crias abertas e 2 de crias operculadas, no inicio do tratamento. Como
cada favo possui 7200 células, para determinar a quantidade de polen a
ser fornecido por colmeia foi utilizado o seguinte calculo: Quantidade de
farinha de soja = 7200 (células)*2 (favos de cria aberta)*2 (mg de
farinha), resultando em, aproximadamente, 30 g de farinha de soja por
colmeia.

Os alimentos contendo farinha de soja, foram feitos na proporg¢ao
8:2 (80% de xarope de acucar e 20% de farinha) e misturados até que
formassem uma pasta homogénea (Figura 12). Entdo, para o preparo do
alimento do tratamento CO, foram misturados 120 g de xarope de
agucar invertido com 30 g de farinha de soja orgédnica comercial (marca
Jasmine). No preparo do alimento do tratamento CC e CTR, foram
misturados 120 g de xarope de agucar invertido com 30 g de farinha de
soja convencional e transgénica, respectivamente. Essas farinhas foram
produzidas em laboratorio, através da trituragdo de grdos de soja
convencional e transgénica. Para isso, os graos foram colocados em
estufa para secar por 48 h a 50°C. Apds a secagem, os grdos foram
triturados, com ajuda de um liquidificador, até que formassem uma
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farinha. Logo, foi colocada em saco plastico, identificada e armazenada
em geladeira até o momento do preparo do alimento final. Apods a
producdo de cada farinha, foram utilizadas tiras do kit QuickStix da
Envirologix para deteccdo ou ndo de proteina CrylAc nas farinhas de
soja transgénica e convencional. Para tanto, 10 g, de cada farinha, foram
diluidas em 35mL de agua destilada. As amostras foram agitadas e
deixadas em repouso por 20-30 segundos. Em seguida, foram extraidos
cerca de 2 mL do sobrenadante de cada amostra e foram colocados em
tubos de reagdo, onde foi introduzida uma tira uma por tubo. A amostra
subiu por capilaridade na tira e a interpretacdo dos resultados foi
realizada apos 10 min.

Figura 12 Preparo do alimento contendo xarope de agucar e farinha de soja.
Foram misturados 30g de farinha de soja (A) em 120g de xarope de agtcar (B)
até que formasse uma pasta homogénea (C).

Neste trabalho, optou-se utilizar o produto comercial Roundup®
soluvel (480 g e.a. L-1) (Monsanto), ao invés de apenas glifosato, por
que o objetivo foi simular o que ocorre a campo e observar os efeitos
subletais inerentes a formula¢do comercial de herbicida a base de
glifosato, que contem outros componentes além do principio ativo.

Para preparar o alimento do tratamento CR, foi diluido 1,5 pul de
Roundup® soluvel (480 g e.a. L-1) (Monsanto), em 200 mL de xarope
de acucar invertido. Essa quantidade, de Roundup®, diluida no xarope
de acticar, equivale a aproximadamente 0,7 mg. L-1 de produto ativo de
glifosato. Esta quantidade foi identificada e aferida, por Peruzzo et al.
(2008), em aguas lixiviadas de plantagdes de soja, o que sugere que esta
concentracdo pode estar presente no néctar dessas plantas. Este valor
ndo excede os valores (0 a 3,7 mg. L-1) utilizados por Hebert et al.
(2014), para avaliar os efeitos subletais desse herbicida, nem excede os
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valores (1,4 a 7,6 mg a.e. L-1) recomendados para o controle de ervas
daninhas aquaticas e terrestres ou aqueles medidos em ambientes
naturais (GOLDSBOROUGH; BROWN, 1988, FENG; THOMPSON;
REYNOLDS, 1990; GIESY; DOBSON; SOLOMON, 2000).

4.4 FORNECIMENTO DO ALIMENTO PROTEICO PARA AS
ABELHAS

A primeira alimentagdo foi realizada no dia 07 de abril de 2016.
Ela foi repetida a cada 7 dias, por trés vezes, para simular o tempo de
floragdo da soja e a contaminag@o por Roundup® no periodo.

Os alimentos foram despejados em alimentador de cobertura e
sobre eles foi colocado uma pitada de baunilha para aumentar a
palatabilidade das abelhas. Além do alimento proteico, as colmeias
tiveram a sua disposi¢do agua, em bebedouro coletivo. Depois da
introdu¢do dos alimentos verificou-se a aceitagdo a partir da avaliagdo
da presenca ou ndo de restos de xarope de aglicar ou farinha nos
alimentadores.

Nos tratamentos contendo farinha de soja, foram instalados
coletores (Figura 13) de pdlen na entrada das colmeias impedindo,
assim, a entrada de polen externo para garantir que as abelhas
consumissem apenas o alimento fornecido.

Figura 13 Colmeia do tipo Langstroth com coletor de pdlen encaixado no
alvado.
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4.5 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO HIGIENICO

A avaliagdo do comportamento higiénico (CH) das abelhas foi
realizada utilizando o método descrito por Newton e Ostasiewski (1986)
e modificado por Gramacho e Gongalves (1994). Foram realizadas
cinco avaliagdes por colmeia, uma antes da introdug@o dos tratamentos
(tempo 0) e outras 30, 60, 90 e 120 dias apds a introdugao.

Um quadro contendo crias operculadas de operarias com idade
entre 10 e 14 dias (pupa de olho rosa) foi selecionado e nele foram
delimitadas duas areas, sendo uma éarea para perfuragdo e a outra area
para controle, sem perfuracdo, cada uma contendo cerca de 100 células
operculadas (10 linhas x 10 colunas). As células vazias encontradas nas
areas selecionadas foram contadas para realizar o ajuste na porcentagem.
Na area de tratamento, as células foram perfuradas no centro,
introduzindo-se até o fundo da célula um alfinete entomoldgico n°® 02,
para que as crias fossem mortas. Na area delimitada para o controle as
células de cria operculada foram contadas e mantidas intactas.

Ap6s a perfuracdo, o quadro foi devolvido a colmeia de onde foi
retirado e, apos 24 h, foi realizada a contagem de células vazias tanto na
area perfurada como no controle.

Para realizar o calculo da porcentagem do comportamento
higiénico, primeiro foi calculado o fator de correcdo “Z” (MORETTO,
1993), que corresponde a taxa de remocdo natural de crias da area
controle. O valor de Z foi descontado do valor das crias removidas nas
areas tratadas. O valor estimado para o CH da colmeia foi considerado
somente quando o fator de corre¢do Z, da area controle, foi igual ou
menor que 10%. Caso contrario, o teste ndo foi validado, visto que a
remocgdo das crias que foram mantidas intactas, podem ter sofrido danos
por alguma doenga ou parasita existente na colmeia ou por alguma outra
causa independente da perfuracio.

Foram realizadas cinco avaliagdes por colmeia, uma antes da
introdug@o dos tratamentos (tempo 0) e as outras 30, 60, 90 e 120 dias
apos a introdugao.

A formula de estimativa do fator de correcdo Z utilizada foi:

Z = (Y x 100)/A (A)

Y=C-B (B)
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Onde:

Z = Porcentagem de células onde a cria operculada foi removida
naturalmente no controle;

A = Numero de células operculadas no controle antes da avaliagao;

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

C = Numero de células vazias na area controle apds 24 h;
B = Numero de células vazias na area controle antes da avaliacdo.

Para a avaliagdo do CH, foi utilizada a seguinte formula, baseada
em Gramacho e Gongalves (1994):

CH= [CV(ap6s 24h) — CV (zero h)/CO(zero h)] x 100 — Fator Z

Onde:

CH= comportamento higiénico

CV(ap6s 24h)= nimero de células vazias 24 horas apos a perfuragio
CV(zero h)= numero de células vazias antes da perfuracao

CO= numero de células operculadas antes da perfuragio

Fator Z=Fator de corre¢do de Moretto (1993) obtido da area controle
4.6 AVALIACAO DA INFECCAO POR Nosema spp.

A diagnose da presenca de Nosema spp. foi realizada de acordo
com o protocolo de monitoramento para avaliagdio 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
Del Hoyo e Rodrigues (1997).

A amostragem foi realizada somente em dias ensolarados e com
pouco vento. O alvado da colmeia foi fechado para ndo permitir a
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entrada ou saida das abelhas da colmeia. Esta técnica permite a coleta
apenas de abelhas campeiras, ou seja, abelhas mais velhas, ja que as
mais novas podem ndo ter tido tempo de se infectarem. Depois de
alguns minutos as abelhas campeiras, que regressavam a colmeia, se
acumulavam na entrada no alvado. Foram coletadas, no minimo, 80
individuos por amostra, para estimar o nivel global de infecg¢@o. A coleta
foi realizada com ajuda de uma vassoura propria para apicultura e as
abelhas foram armazenas em frascos plasticos contendo alcool 96° e
formaldeido a 4% até o momento da avaliacdo e identificados com local
e data. Foram realizadas cinco avaliagdes por colmeia, uma antes da
introdugdo dos tratamentos (tempo 0) e outras 30, 60, 90 e 120 dias apds
a introdugao.

Para a quantificagdo de esporos as abelhas foram separadas da
solugdo de alcool e formaldeido com ajuda de uma peneira. Em seguida,
foram separados 60 abdomens das abelhas sem que fossem
comprimidos, estes foram macerados em um cadinho de porcelana com
20 ml de agua destilada até que formassem uma massa. Este macerado
foi filtrado com ajuda de uma peneira, para que restassem somente 0s
tecidos mais grandes. Logo foi adicionando mais 40 mL de agua
destilada sobre os restos de tecidos que ficaram na peneira. O contetido
foi novamente comprimido para que o maior numero de esporos
passasse a solugdo. No total, foram utilizados 60 mL de agua destilada,
1 mL para cada abdomen.

A solugdo resultante do macerado foi colocada em agitador por
pelo menos 1 min, para que os esporos ficassem distribuidos de forma
homogénea.

A contagem dos esporos foi realizada em camara de Neubauer.
As bandas laterais da cdmara foram molhadas e no centro da cdmara foi
colocado uma laminula. Em seguida uma aliquota de 10 uL da solugéo
homogénea foi colocada, com auxilio de uma pipeta de plastico
descartavel, enchendo o primeiro lado da cadmara, o procedimento foi
repetido para encher o outro lado. Apds a adi¢do da solugdo na camara
de Neubauer, a amostra descansou por um min, para permitir a
sedimentagdo dos esporos. Em seguida, a cdmara de Neubauer foi
colocada em microscopio optico, com aumento de 40x.

A contagem dos esporos foi feita em apenas cinco quadrados
grandes (quatro cantos e central), quando havia uma média de pelo
menos um esporo por quadrado pequeno da camara, e quando havia
menos esporos, todos os quadrados grandes foram contados. A
contagem dos esporos foi feita dentro dos quadrados e nas linhas que
ficavam a esquerda e acima do quadrado.
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Figura 14 Procedimento realizado para analise de nosemose em 4. mellifera. 60
abelhas separadas da amostra (A). Abdomens separados do restante do corpo
(B). Macerag@o dos abdomens em cadinho de porcelana (C e D). Macerado
sendo peneirado (E). Solucédo resultante do macerado em agitador (F). Camara
de Neubauer (G). Imagem dos 25 quadrados grandes da camara, vistos em
microscopio oOptico (10x) (H). Imagem do procedimento de contagem dos
esporos (I).

localizados  nas laterais

Fonte: Cardozo, 2017.

A abundancia foi obtida por meio da seguinte féormula:

Abundancia = Esporos/abelha = n° esporos contados x 50.000
(para 5 quadrados grandes contados).

Abundancia = Esporos/abelha = n° esporos contados x 10.000
(para 25 quadrados grandes contados).

Depois de avaliar as duas hemicamaras, de cada amostra, foi feita
a média de abundancia:

Abundancia (esporos/ml) = (N° esporos na hemicdmara 1 + N°
esporos na hemicamara 2) / 2.

A prevaléncia de cada amostra foi obtida a partir de uma
subamostra de 20 abelhas de cada colmeia. De cada abelha,
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individualmente, foi retirado o ventriculo com ajuda de uma pinga, onde
o ferrdo foi puxado até que o ventriculo fosse completamente retirado.
Este foi macerado em 0,5 mL de agua destilada, na propria lamina, onde
foi coberto por uma laminula e observado em microscopio optico com
aumento de 40x. As amostras foram avaliadas com presen¢a muito alta
— quando havia uma concentragdo muito alta de esporos por toda a
laminula, o aglomerado era tanto que dificultava a observacdo de apenas
um esporo; alta — quando havia uma concentragido grande de esporos por
toda a laminula; média — quando havia aglomerados de esporos em
algumas partes ou uma concentragdo baixa por toda a laminula; baixa —
quando havia muito poucos esporos ao percorrer a laminula; ou auséncia
de esporos. A laminula foi percorrida e observada como um todo para
fazer a classificagdo da concentragdo de esporos.

De acordo com Jaycox (1980), a severidade da doenga se estima
como mostra a tabela 3.

Tabela 3 Intensidade de infec¢do de Nosema spp. em Apis mellifera.

Intensidade de N° de esporos
infecgdo (milhdes/abelha)
NULA <0.01

MUITO BAIXA 0.01-1.00

BAIXA 1.00 - 5.00
REGULAR 5.00 -10.00
SEMISEVERA 10.00-20.00
SEVERA >20.00

4.7 AVALIACAO DA INFESTACAO POR Varroa destructor

Para avaliar o nivel de infestagdo de V. destructor em abelhas
adultas foram coletadas aproximadamente 300 abelhas presentes sobre
trés ou mais quadros diferentes de cada colmeia. Estas foram
armazenadas em recipiente de plastico contendo alcool 70%, fechados e
etiquetados (SEZERINO, 2014). Foram realizadas cinco avaliagdes por
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colmeia, uma antes da introducdo dos tratamentos (tempo 0) e outras
apos 30, 60, 90 e 120.

As amostras de abelhas foram levadas ao Labento, o contetdo de
cada uma foi despejado em bandeja plastica, com mais um pouco de
alcool e, em seguida, foi agitado por pelo menos trés vezes para a
liberagdo dos acaros do corpo das abelhas. Posteriormente, os acaros
foram coletados e colocados sobre placa de Petri® onde foram
contabilizados. As abelhas de cada amostra também foram contadas e
registradas, sendo posteriormente determinado o nivel de infestacdo de
cada colmeia (SEZERINO, 2014).

Figura 15 Procedimento para diagnose e monitoramento de V. destructor em A.
mellifera.

MONITORAMENTO DE VARROOSE

MATERIAIS AMOSTRA AGITAR =
-Frasco de boca larga -Deslizar o frasco de - O contetdo deve ser |
-Agua e alcool D cima para baixo do agitado trés vezes, L N
-Bandeja quadro, coletando as 57 - '
-Pinga abelhas. Repetir o ‘ K\ N ‘
Placa de petry - procedimento em Vs '\
trés quadros diferentes \ o)
=7
—
DESPEJAR/SEPARAR CONTAR CALCULAR
- Despejar as abelhas Realizar a contagem do nimero ACAROS
em um bandeja; de abelhas e acaros por amostra. x 100 =

- Separar os caros em ABELHAS

uma placa de petry; — -
/ H {NDICE DE
S @ INFESTAGAO (%)

Fonte: Cardozo, 2014.

A seguinte formula foi utilizada para determinar o nivel de
infestacdo de acaros sobre as abelhas adultas:

ndice de infestagio em abelhas operarias adultas (%) =
(NAc/NADb) x 100 Onde:

NAc = Numero de acaros adultos (A)

NAb = Numero de abelhas (B)
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Para avaliar o indice de infestacdo do acaro V. destructor em crias
de abelhas operarias adaptou-se o método utilizado por De Jong e
Gongalves, (1981). De cada colmeia, foi retirado um pedaco de favo
(5x10 células) contendo cria operculada (fase de pupa) em ambos os
lados. O pedago de favo foi armazenado em sacos plasticos,
devidamente identificados, e foram mantidos congelados até o momento
da avaliagdo.

Os sacos contendo os pedagos de favos foram retirados do
congelador 30 min antes da avaliagdo. Com auxilio de uma pinga, 100
células (50 de cada lado do favo) foram abertas para a retirada das
pupas, contando-se o nimero de dcaros presentes em cada célula. Apos
a retirada das pupas, o favo foi colocado sobre uma bandeja branca e
cada célula foi lavada com agua com auxilio de uma piceta. Depois de
lavado, batia-se 0 mesmo, para auxiliar na liberagdo dos acaros das
células. Esse processo foi repetido por, pelo menos, 5 vezes ou até que
ndo fossem mais liberados acaros das células.

Indice de infestagio em crias de operarias (%) = (NAc/NAb) x

100

Onde:

NAc = Numero de acaros adultos (A)
NAb = Numero de crias desoperculadas (B)

Segundo Harris, Sheridan e MacGown (2016) o indice toleravel
de infestagdo de Varroa, sem causar danos econémicos nas colmeias, é
cerca de 15% em abelhas no periodo do verdo. Estes autores consideram
que um terco dos acaros se encontram em abelhas adultas e os outros
dois tercos estdo nas crias e estabeleceram que o indice toleravel ¢ de
3,6-5,1% em operarias adultas ou de 7,2-10,2% em crias de operarias
durante o verdo.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Por se tratar de populag¢des e ndo de um tUnico individuo e pelo
fato de que dentro de uma populagdo existem variagdes genéticas entre
os individuos, as unidades amostrais ndo foram consideradas
homogéneas. Sendo assim, para que essas varia¢des ndo interferissem
nos resultados, foram realizadas coletas de dados antes e depois da
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aplicacdo dos tratamentos. Portanto, os dados utilizados na realizagdo
das andlises estatisticas foram submetidos a seguinte féormula:
VF = VDT - VAT;

Onde:
VF = valores utilizados para a realizacdo das analises estatisticas (A)
VDT = valores coletados depois da aplicagdo dos tratamentos (B)
VAT = valores coletados antes da aplicacdo dos tratamentos ©)

As variaveis analisadas foram indice de comportamento
higiénico, indice de infestacdo do acaro V. destructor em crias de
operarias e operarias adultas e intensidade de infec¢do do fungo Nosema
spp. Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade, utilizando-se o Sistema de Analise Estatistica — Assistat
Software Version 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2009). Quando os dados
ndo se apresentaram normais pelo teste Shapiro-Wilk, mesmo depois de
sua transformacédo, eles foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis
para a comparagdo das médias.

5 RESULTADOS E DICUSSAO
5.1 QUALIDADE DAS COLMEIAS

De acordo com a classificacdo das colmeias proposta por Palacios
(2011) e adaptada por Sezerino (2014), as colmeias utilizadas para
iniciar este trabalho, em abril (antes da introducdo dos tratamentos),
encontravam-se em condi¢des entre regular e boa. A maioria das
colmeias que apresentaram condig@o regular no més de abril, deve-se ao
fato que elas foram transferidas de nucleos para colmeias no més
antecedente ou foram formadas a partir de colmeias fortes no mesmo
periodo que a transferéncia de nucleos.

Durante a avaliagdo realizada no més de maio, observou-se que
as colmeias CT4 e CR1 haviam perdido suas rainhas. Ndo se pode
afirmar se a perda ocorreu devido a introducdo dos tratamentos, pela
substituicdo natural das rainhas ou pela perda da rainha durante o
manejo. Nesse momento, ndo se observou diferengas na quantidade de
abelhas e ndo foi necessario nenhum tipo de intervengdo para a
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produc¢do de uma nova rainha nessas colmeias, as abelhas operarias
puxaram realeiras e produziram outra naturalmente. No mesmo periodo,
a colmeia CTR4 deixou de ser classificada como boa e passou a ser
classificada como regular. Isso ocorreu devido ao ataque de formigas do
género Camponotus, que atacam as colmeias consumindo pdlen, mel,
matando e consumindo crias e até mesmo abelhas adultas. Para
solucionar o problema, foram colocadas armadilhas com 6leo queimado
nos pés dos cavaletes de todas as colmeias.

No més de junho, observou-se uma diminui¢do no nimero de
abelhas operarias e na postura das rainhas, por isso muitas delas
passaram a ser classificadas como regulares. E normal que isso ocorra
quando as temperaturas diminuem e o alimento no campo se torna
escasso, 0 que corrobora com os dados meteorologicos observados, visto
que este foi 0 més mais frio registrado no ano.

Em algumas colmeias, as rainhas diminuiram tanto a postura, que
se sugeriu a perda da rainha. Contudo, uma ou duas semanas depois foi
observado uma postura baixa, mas uniforme e/ou foi vista a propria
rainha. Durante o0 més de junho, observou-se também que as colmeias
CC3, CTR1, CR2 e CR4 haviam perdido sua rainha e a quantidade de
abelhas operarias havia diminuido. As colmeias CC3 e CTR1 puxaram
realeiras naturalmente, logo apos a perda da rainha. As colmeias CR2 e
CR4 ndo puxaram novas realeiras, devido a postura das rainhas estar
muito baixa, além do niimero reduzido de abelhas operarias. Neste caso,
foram introduzidos quadros com ovos das colmeias que possuiam o
mesmo tratamento, o que possibilitou a formagdo das realeiras e a
emergéncia de novas rainhas. A colmeia CTR4 ndo conseguiu se
reestabelecer do ataque de formigas e passou a ser classificada como
ruim.

As colmeias CTR1, CTR3, CR1 ¢ CR3 ficaram sem rainha no
més de julho. Nesse periodo a postura da rainha estava muito baixa ou
nula e com um numero reduzido de abelhas. Devido a isso, as abelhas
operarias destas colmeias, ndo conseguiram produzir novas rainhas
naturalmente. Desta forma, foram introduzidos quadros com ovos, da
mesma forma que foi realizado no més anterior. A colmeia CR1 nio
conseguiu formar rainha mesmo com a introdugdo de um quadro com
ovos. Sendo assim, foi introduzido um quadro com ovo/semana, até que
uma nova rainha fosse formada.

Além da colmeia CR1, que ja estava sem rainha, observou-se que
as colmeias CR2, CR4 e CC4 também estavam sem rainha durante as
avaliacdes do més de agosto. A técnica da introdugdo de quadros, do
mesmo tratamento, foi realizada até que as colmeias puxassem realeiras
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e produzissem novas rainhas. As colmeias com tratamento CR puxavam
realeiras, produziam novas rainhas, mas logo essa era trocada ¢ as
operarias faziam o processo novamente. Demorou algumas semanas
para que uma nova rainha produzida comecasse a ovipositar. As
colmeias CR2 e CR4, mesmo com muito esfor¢o, se tornaram
zanganeiras ¢ ndo foi possivel a formacdo de uma nova rainha. Na
colmeia CC4 foram necessarias diversas tentativas de introducdo de
quadros com ovos, até que as operarias produzissem uma nova rainha. E
possivel que a perda das rainhas nessas colmeias se deva aos efeitos
subletais dos residuos de agrotoxicos presentes nos alimentos
introduzidos.

Nas colmeias, exceto com tratamento CR, observou-se um
aumento na postura da rainha no més de agosto, que mesmo sendo
baixo, foi uniforme. Isso ocorreu, principalmente, pelo aumento das
temperaturas.

Durante os meses de avaliagdo, observou-se que as colmeias com
tratamentos CC, CTR e CR comecaram a apresentar uma postura
desuniforme e apresentavam muitas crias mortas. Essas observacdes
foram muito evidentes nas colmeias com tratamento CR. Outro fato
importante que foi observado, foi que em colmeias que ficaram com a
postura desuniforme apos a introducdo dos tratamentos passaram a ter
postura uniforme novamente quando trocaram a rainha por algum
motivo. Depois disso, o nimero de crias mortas observadas também
diminuiu.
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Tabla 4 Classificagdo da qualidade das colmeias do apidrio experimental da
Cidade das Abelhas, Saco Grande, Floriandpolis, do periodo de abril a agosto
de 2016.

Tratamentos Meses de avaliagdo
Abril Maio Junho Julho Agosto
CT1 Boa Boa Regular Boa Boa
CT2 Boa Boa Boa Boa Boa
CT3 Regular Boa Boa Boa Boa
CT4 Boa Boa Regular Regular  Regular
COl1 Regular Regular Regular Regular  Regular
CO2 Boa Boa Boa Boa Boa
CO3 Boa Boa Regular Regular  Regular
CO4 Regular Regular Regular Regular  Regular
CCl1 Boa Boa Boa Regular  Regular
CcC2 Boa Boa Boa Regular  Regular
CC3 Boa Boa Regular Ruim Ruim
CC4 Regular Regular Regular Regular  Regular
CTR1 Regular  Regular Ruim Ruim Regular
CTR2 Boa Boa Boa Regular  Regular
CTR3 Boa Boa Boa Ruim Regular
CTR4 Boa Regular Ruim Ruim Ruim
CR1 Regular Regular Regular Regular Ruim
CR2 Boa Boa Regular  Regular Ruim
CR3 Boa Boa Boa Regular  Regular
CR4 Boa Boa Regular Regular Ruim

CT - Colmeia testemunha; CO — Colmeia tratada com xarope de agucar
invertido e farinha de soja organica; CC — Colmeia tratada com xarope de
acgucar invertido e farinha de soja convencional; CTR — Colmeia tratada com
xarope de agucar invertido e farinha de soja transgénica; CR — Colmeia tratada
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com xarope de agucar invertido contaminado com residuo de Roundup. Os
nimeros de 1 a 4 indicam a repetigao.

5.25.2 ALIMENTACAO

As farinhas produzidas através de graos de soja (Figura 16),
foram testadas para verificar a presenga ou auséncia de proteinas
inseticidas rCrylAc, antes de serem introduzidas nas colmeias (Figura
17). O resultado obtido na farinha de soja orgénica e convencional foi
negativo para a presenca de proteina rCrylAc, e a farinha de soja
transgénica apresentou resultado positivo para a mesma proteina.

Figura 16 Farinha de soja produzida através da trituragdo de grdos — LabEnto,
Floriandpolis - SC.
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Figura 17 Fitas do kit QuickStix da Envirologix com resultado negativo a
presenca de proteina CrylAc (A). Tira com resultado positivo a presenca de
proteina CrylAc (B) na farinha de soja transgénica — LabEnto, Floriandpolis -
SC.

Fonte: Cardozo, 2017.

Para verificar se o alimento foi aceito pelas abelhas, as colmeias
foram abertas 24 a 48 horas ap6s a introdu¢do do mesmo. Em todas as
colmeias verificou-se que o alimento energético foi 100% recolhido, ja o
alimento proteico foi recolhido de acordo com a necessidade da colmeia.
Colmeias com pouco pélen armazenado e com maiores quantidades de
crias coletavam maiores quantidades de alimento proteico. O alimento
ndo recolhido pelas abelhas (Figura 18) foi retirado dos alimentadores
para evitar que fermentasse ou que atraisse outras pragas capazes de
parasitar e causar prejuizos as colmeias.
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Figura 18 Alimento proteico ndo recolhido pelas abelhas operdrias 24 horas
apos a introdugdo da primeira alimentacdo (todas as colmeias se apresentaram
de forma semelhante) — Cidade das Abelhas, Florian6polis - SC.

Fonte: Cardozo, 2017.

Para verificar se abelhas haviam recolhido parte do alimento, foi
coletado material de dentro das células contendo pdlen, visto que ao
coletar o alimento proteico as abelhas o armazenam nas células dos
favos, o chamado pao de abelha, para posteriormente utilizarem em sua
alimentacdo e na das crias. Todas as colmeias CTR, mostraram resultado
positivo na analise de deteccdo da proteina rCrylAc, as demais
mostraram resultado negativo.

Para verificar se, ap6s os cinco meses da introdugdo dos
tratamentos, havia residuos de proteina rCrylAc nas colmeias, o
material proteico dos quadros foi recolhido. As colmeias que nao
receberam alimento transgénico, ndo apresentaram residuos deste em
seu material proteico. Ja as colmeias que receberam farinha de soja
transgénica Intacta RR2, apresentaram residuos da proteina rCryl Ac em
seu material proteico. Neste sentindo, pode-se dizer que o alimento
oferecido as abelhas, contendo proteina inseticida, pode influenciar e
causar ecfeitos deletérios a varias geragdes, visto que pode ficar
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armazenado por meses dentro da colmeia, sendo oferecido aos poucos as
suas crias.

Figura 19 Teste realizado no material proteico coletado das colmeias CTR, apds
5 meses da introdugdo dos tratamentos nas colmeias. Todos apresentaram
resultado positivo para a proteina CrylAc através da analise realizada com fitas
do kit QuickStix da Envirologix — LabEnto, Florianopolis — SC.

Fonte: Cardozo, 2017.

Bizzocchi (2014), trabalhando com pdlen de milho, detectou
proteina rCrylF nas larvas das colmeias alimentadas com polen Bt, o
que comprovou que as abelhas utilizaram o pélen do milho Bt para
alimentar as larvas. Malone e Pham-Delégue (2001), verificaram que as
abelhas ndo possuem capacidade de distinguir flores transgénicas de nao
transgénicas. Essa incapacidade deixam as abelhas mais expostas a
coleta de polen contendo proteinas inseticidas (SABUGOSA-
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MADEIRA et al., 2009). Em contrapartida, um trabalho realizado por
Ramirez-Romero; Chaufaux e Pham-delégue (2005), mostrou uma
redugdo no numero de visitas, por abelhas, a flores artificiais contento
solucdo agucarada com proteinas sintetizadas pelo milho Bt. As abelhas
ndo voltavam a buscar recursos nessas flores mesmo na auséncia de
alimento contaminado, demonstrando que a toxina rCrylAb possui um
fator anti-nutricional ou repulsivo, com efeitos subletais que foram
memorizados pelas abelhas. Ramirez-Romero et al. (2008) observaram,
também, alteragdes no comportamento das abelhas, onde elas levavam
mais tempo para consumir a solugdo contaminada com polen
transgénico. Alguns trabalhos, realizados em abelhas, tém mostrado
mortalidade ou efeitos deletérios em abelhas quando estas sdo
alimentadas com esporos de B. thuringiesis ou com proteina Cry
(VANDENBERG; SHIMANUKI, 1986; VANDENBERG, 1990;
RAMIREZ-ROMERO et al., 2005, 2008). Ramirez-Romero et al.
(2008) demonstraram que a exposi¢do subcronica oral, de proteina
CrylAb, em concentragdes de 5000 ppb, ndo causa efeitos letais em A.
mellifera, mas pode causar alteracdes no comportamento alimentar ou
processos de aprendizagem das abelhas, o que pode causar impactos no
desenvolvimento da colmeia.

Outra implicag@o causada pela proteina Bz, seria na ecologia das
colmeias, visto que ela pode causar uma redugdo na populacdo de tragas-
da-cera das espécies Achroia grisella (Fabricius,1794) e Galeria
mellonella, (Linnaeus 1758). Sabugosa-Madeira et al. (2007),
argumentam que a traga-da-cera ¢ um inseto benéfico as colmeias, que
atua como recicladora de matéria organica. As tragas, ao se alimentarem
dos favos velhos, larvas mortas e restos de alimentos, liberam espaco
nas colmeias, além de, provavelmente, evitarem eventuais focos de
doencas (MELATHOPOULOS, NELSON; CLARK et al., 2004).
Trevisan et al., (2013) verificaram que o polen do milho que expressa a
proteina CrylAb, causa morte significativa de larvas de G. mellonella.
Entretanto, ainda ha discordancia sobre a importancia das tragas-da-cera,
visto que muitos autores descrevem as tragas da cera como uma praga de
apiarios comerciais, causadora de danos aos favos, prejudicial ao
desenvolvimento das colmeias, ¢ também podem ser vetores de
patdgenos, disseminando os esporos das bactérias P. larvae causadora
da "cria putrida americana" e esporos de Melissococcus pluton (Bailey e
Collins, 1982) causadora da "cria putrida europeia” (BAMBARA;
AMBROSE, 1981; ANDERSON, 1990).

Hanley, Huang e Pett (2003) verificaram que o pdélen de OGMs é
altamente toxico para insetos que coabitam as colmeias. Segundo
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Sabugosa-Madeira e Abreu (2009), ndo foi observado presenga de
tracas-da-cera vivas e do besouro da espécie Aethina tumida, Murray
(1867), nas colmeias que apresentaram CCD. Oldroyd (2007) também
observou que colmeias mortas com sintomas de CCD ndo apresentavam
tragas-da-cera. A auséncia de insetos que coabitam as colmeias, pode ser
causada pelo efeito da toxicidade da proteina Cry presente nos favos,
oriundo do pélen de OGMs (LATSCH, 2007). Todos esses efeitos
causados pela proteina Cry, podem ser um indicio da causa da CCD.

Outros autores ndo encontraram influéncia significativa da
proteina Cry no desenvolvimento de colmeias, no peso e tamanho de
individuos adultos de A. mellifera (HANLEY; HUANG; PETT, 2003;
LIPINSKI et al., 2008; LIMA et al., 2011).

Além disso, os possiveis residuos de agrotoxicos presentes nas
farinhas de soja, transgénica e convencional, e no alimento energético
contaminado com Roundup®, também podem ficar armazenados no
material proteico (pdo de abelha) e mel. Segundo ORANTES-
BERMEJO et al., 2010, os residuos de agrotoxicos presentes no polen e
no néctar sdo levados pelas abelhas forrageiras para as colmeias e
permanecem no pao de abelha e no mel por algum tempo.

Outro fator estudado, é o efeito subletal dos pesticidas sobre as
abelhas. A literatura tem mostrado a evidéncia dos efeitos desses
pesticidas, bem como dos adjuvantes associados, que incluem, mas nio
estdo limitados, a longevidade e imunidade reduzidas, orientagdo
prejudicada e impactos na aprendizagem, como encontrar o caminho de
volta para a colmeia, forrageamento e coordenagdo motora
(DECOURTYE; LACASSIE; PHAM-DELEGUE, 2003; THOMPSON,
2003, CIARLO et al., 2012; ORUC et al., 2012). Um trabalho realizado
com herbicida apresentou morte celular no atrio do coragdo de abelha,
apos a exposi¢do a esses produtos (PAPAEFTHIMIOU et al., 2002).
Outro trabalho mostrou uma redugéo ou paralizagido da postura da rainha
(MORTON; MOFFETT, 1972).

As abelhas t€m cerca de metade da quantidade de enzimas
desintoxicantes que os insetos resistentes aos pesticidas (CLAUDINOS
et al., 2006), o que aumenta a sensibilidade das abelhas a exposicdo de
pesticidas e pode reduzir ainda mais sua capacidade de combater
infecgOes bacterianas, fungicas ou virais. A sensibilidade e a condigdo
fisiologica dos pesticidas também podem variar devido a idade das
abelhas e ao estado nutricional, o que pode afetar a saude geral das
colmeias (SUCHAIL, GUEZ, BELZUNCES, 2001). As abelhas mais
velhas (forrageadoras) sdo mais suscetiveis a exposicdo a pesticidas
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devido a atividade de forrageamento do que as abelhas mais jovens que
permanecem na colmeia (WAHL; ULM, 1983; RORTAIS et al., 2005).

As abelhas forrageiras fazem viagens a varios quildometros de
distancia e varias vezes ao dia para reunir recursos florais e, ao fazé-lo,
levam essas substincias presentes nesses recursos florais para as
colmeias (VON FRISCH, 1967). O glifosato ¢ uma substancia com alta
solubilidade em agua, que podem estar presentes nas flores visitadas
apos uma aplicacdo por pulverizagdo (BOHAN et al., 2005), e por isso,
também podem estar presentes no pao de abelha e no mel armazenado,
onde podem permanecer armazenadas por longos periodos de tempo e se
acumular até que os recursos sejam utilizados (DEVILLERS; PHAM-
DELEGUE, 2002). Sendo assim, os efeitos negativos dos agroquimicos
acumulados dentro da colmeia, podem ser sutis e, muitas vezes,
discretos a curto prazo (GIESY; DOBSON; SOLOMON, 2000), mas
podem prejudicar os processos comportamentais a longo prazo
(KIRCHNER, 1999).

Segundo Bogdanov, Kilchenmann e Imdorf (1996) e Mullin et al.
(2010), os residuos de pesticidas podem se acumular na cera e persistir
por anos. Os apicultores, normalmente, reutilizam a base de cera por
razdes econdmicas. Isso pode acarretar efeitos indesejaveis na colmeia,
visto que, estudos de contaminacdo nos favos de cria, que sdo
reutilizados, apresentaram que os residuos de pesticidas poderiam
penetrar a cera e migrar para a cria. Neste estudo, as abelhas operarias
criadas em favos contendo altos niveis de residuos de pesticidas tiveram
menor sobrevivéncia do que as abelhas criadas em favos de cria ndo
contaminados (SUCHAIL; GUEZ, BELZUNCES, 2001).

5.3 COMPORTAMENTO HIGIENICO

Antes da introdug@o dos tratamentos, no més de abril, todas as
colmeias foram avaliadas em relacdo ao seu comportamento higi€nico
(CH). Neste periodo, todas foram consideradas higiénicas, visto que
apresentaram um CH superior a 90% exceto a colmeia CO3 (81,2%),
que seria considerada com CH intermediario. Boutin et al. (2015),
classificaram as colmeias como: ndo-higiénicas (remog¢do de crias
mortas <50%), CH intermediario (remogdo de crias mortas entre 50% e
90%) e altamente higiénicas (remogdo de crias mortos > 90%).

Observou-se que, algumas vezes, as abelhas operarias retiravam
apenas a cabeca e o torax de algumas crias mortas, deixando o abdémen
no fundo do alvéolo. Nestes casos, foi considerado como
comportamento ndo-higiénico. Outras vezes, observou-se que algumas
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células operculadas, apds serem perfuradas, ndo haviam sido abertas
para remogdo das crias. Sendo assim, as células foram desorpeculadas e
foi observado se as crias haviam sido realmente perfuradas. Em todos os
casos, observou-se que o alfinete ndo havia atingido as crias e estas se
encontravam vivas e, entdo, o comportamento foi considerado como
higiénico.

Tabla 5 Médias do comportamento higiénico (%) observadas em colmeia de A.
mellifera, durante os meses de maio a agosto de 2016, Floriandpolis, SC.

Comportamento Higiénico

ratamento
Més CT CcO CC CTR CR
Maio 99,1 a 94,8 a 97,6a 935a 92,1 a
Junho 98,8b 93,6b 83,6a 618a 72,7 a
Julho 99.8b 92, 7b 774a 47]1a 81,1a
Agosto 98,8b 91,4b 843a 594a 479 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, na
linha. Foi aplicado o teste Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

CT - Colmeia testemunha; CO — Colmeia tratada com xarope de agucar
invertido e farinha de soja organica; CC — Colmeia tratada com xarope de
agucar invertido e farinha de soja convencional; CTR — Colmeia tratada com
xarope de agucar invertido e farinha de soja transgénica; CR — Colmeia tratada
com xarope de agucar invertido contaminado com residuo de Roundup.

No més de maio, 30 dias apos a introdugdo dos tratamentos, foi
realizada uma nova avaliacdo do CH das colmeias. Neste periodo, todas
foram consideradas higiénicas, visto que apresentaram um CH superior
a 90%. Apesar de ter sido observado uma queda do CH nos tratamentos
CTR e CR, os dados ndo apresentaram diferencga estatistica.

A colmeia CO3 que ja apresentava um CH préximo do critico no
més de abril, apresentou um comportamento higiénico intermedidrio
(79,4%). O CH observado nesta colmeia ¢ possivelmente um trago
genético hereditario das operdrias e ndo inerente ao tratamento, visto
que ela ja apresentava com CH semelhante antes da introdugdo do
mesmo. Além disso, durante a condugdo da analise do CH, e¢la
apresentava uma grande quantidade de abelhas operdrias, o que a
classificava como colmeia regular, ou seja, com muitas abelhas sobre os
quadros. Segundo Arathi, Burns, Spivak (2000) o CH ¢ realizado por
abelhas jovens de meia-idade (15-20 dias), mas como a colmeia estava



84

com grande quantidade de abelhas, ndo foi pela falta delas que ele nao
foi eficiente.

No més de junho, 60 dias apos a introducdo dos tratamentos, os
tratamentos CT e CO foram classificados como higi€nicos, visto que
apresentaram CH superior a 90%. Os tratamentos CC, CTR e CR
apresentaram CH abaixo de 90%, mas acima de 50%, sendo
considerados comportamentos intermedidrios. A queda acentuada nos
tratamentos CC, CTR e CR apresentou diferenca estatistica entre os
tratamentos CT e CO. O possivel residuo de agrotoxico presente na
farinha promove efeitos subletais quando oferecido as abelhas, como
diminui¢do na longevidade, que leva a diminui¢do do CH. Apesar disso,
CTR obteve uma queda ainda maior que CC, o que pode indicar uma
atuagdo da proteina rCrylAc como fator prejudicial as abelhas além do
residuo de agrotoxico. O tratamento CR foi o que mostrou maior queda
no CH, indicando que o herbicida introduzido na alimentacdo causou
alteracgdes significativas no CH dois meses apds sua introdugao.

Uma das colmeias do tratamento CTR (CTR4), apresentou queda
drastica no CH da colmeia. Ele ocorreu devido a introduc¢do do
tratamento, ¢ também, talvez, pela diminui¢do repentina no niimero de
abelhas operarias, causado pelo ataque de formigas do género
Camponotus, que, consequentemente, causaram uma diminui¢do no
numero de abelhas operarias jovens que sdo responsaveis pelo CH.

Na avaliacdo do CH realizada no més de julho, 90 dias apds a
introdu¢do dos tratamentos, as colmeias CT e CO apresentaram
comportamento médio superior a 90%, sendo consideradas higiénicas.
As colmeias CC e CR, apresentaram comportamento intermediarios e as
CTR apresentaram comportamento nao-higiénico, visto que foi inferior
a 50%. Os tratamentos CT e CO apresentaram diferencas estatisticas
entre os tratamentos CC, CTR e CR.

A colmeia CO3, continuou apresentando queda no CH (74,9%),
caracteristica inerente a esta colmeia, como ja comentado.

Na ultima avaliacdo do CH realizada no més de agosto, 120 dias
ap6s a introdugdo dos tratamentos, as colmeias CT e CO continuaram
apresentando-se higiénicas. As colmeias CC e CTR apresentaram
comportamento intermediario e as colmeias CR apresentaram
comportamento ndo-higiénico. Os tratamentos CT e CO apresentaram
diferenca estatistica entre os tratamentos CC, CTR e¢ CR. O CH
higiénico da colmeia CO3 (72,4%) continuou sendo classificado como
intermediario.
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No més de julho e agosto, durante a realizacdo dos testes de CH,
observou-se dezenas de abelhas nascendo com asas deformadas e
abdomen atrofiado (Figura 20) apenas em colmeias CR.

Figura 20 Abelha nascendo com as asas deformadas em colmeia com
tratamentos CR (A). Abelha deformada com abddmen atrofiado em colmeia
com tratamentos CR (B), Cidade das abelhas, Floriandpolis -SC.

Observando a flutuacdo do CH entre os meses (Figura 21), pode-
se dizer que ensaios com periodos inferiores a 30 dias podem ndo
mostrar a realidade dos efeitos causados pelos OGMs e agrotoxicos.
Desta forma, sdo necessarias observagdes durante varias geracdes para
que se tenham resultados conclusivos.
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Figura 21 Flutuagdo do CH de abril a agosto nos tratamentos CT — Colmeia
testemunha; CO — Colmeia tratada com xarope de acucar invertido e farinha de
soja organica; CC — Colmeia tratada com xarope de agucar invertido e farinha
de soja convencional; CTR — Colmeia tratada com xarope de agucar invertido e
farinha de soja transgénica; CR — Colmeia tratada com xarope de agucar
invertido com residuo de roundup.
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Com bases nos resultados (Figura 21), observa-se que logo no
primeiro més, apds a introdugdo dos tratamentos, o CH de CC, CTR e
CR, comecou a ter uma queda mesmo apresentando boa quantidade de
abelhas operarias dentro da colmeia. Nos meses posteriores, a queda foi
ficando mais acentuada. Isso ocorreu devido a diminui¢do no ntiimero de
abelhas operarias ocasionadas, especialmente, pelos efeitos dos
tratamentos, visto que ha diversos estudos que demonstram que os
OGMs e agrotdxicos sdo nocivos as abelhas. Outras atividades também
podem ter sido prejudicadas, o que pode ter auxiliado na diminui¢do do
CH. Nos tratamentos CT e CO, foi observado apenas uma ligeira
diminuicdo na populagdo das colmeias, o que ndo causou efeitos sobre o
CH.

Observa-se que o tratamento CTR obteve comportamentos
inferiores ao tratamento CC, o que indica que a proteina rCrylAc pode
causar efeitos subletais a longo prazo.

Segundo Nowogroszki (1984) e Seeley (1982) as abelhas
apresentam polietismo etario, onde as operarias jovens sdo responsaveis
por determinadas tarefas como cuidado das crias e construgdo de
células. As operarias, ligeiramente mais velhas, sdo responsaveis pela
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guarda e a limpeza da colmeia e, por fim, o forrageamento ¢é tarefa das
operarias mais velhas. Palacio (2005) encontrou abelhas com idade entre
14 ¢ 18 dias realizando ativamente o CH, no entanto, também encontrou
abelhas com 7 a 9 dias e com 21 a 27 dias de idade, em atividade.
Pereira (2008), observou abelhas de 2 a 14 dias realizando o CH.
Morais-Vatimo (2008), observou que abelhas de até 19 dias podem
realizar essas atividades. Segundo Brillet et al. (2002) as abelhas podem
assumir uma plasticidade em seu repertorio comportamental, ou seja, as
operarias podem acelerar, retardar ou até mesmo reverter suas atividades
em resposta as mudangas nas condi¢des da colmeia. A falta de abelhas
forrageiras estimula o inicio do forrageamento de aproximadamente
10% das operarias da colmeia (ELEKONICH; ROBERTS, 2005).
Morais-Vatimo (2008), observou que as abelhas mesmo jovens, com
trés dias, podem iniciar o comportamento de forrageamento, devido a
falta de operarias mais velhas.

Estudos com pesticidas tém mostrado impactos sobre a
longevidade, imunidade, orientagdo e aprendizagem, como encontrar o
caminho de volta para a colmeia, forrageamento e coordenagdo motora
(DECOURTYE; LACASSIE; PHAM-DELEGUE, 2003; THOMPSON,
2003; CIARLO et al., 2012; ORUC et al., 2012). Vosscher e Dukas
(1997), demonstraram que as abelhas operarias que se desenvolvem em
favos contendo altos niveis de residuos de pesticidas, vivem em média 4
dias menos do que as abelhas criadas em favos ndo contaminados. A
reducdo da longevidade das operarias adultas, pode afetar todas as
atividades da colmeia, rompendo o polietismo baseado na idade e seu
papel na homeostase das colmeias (THOMPSON; PERNAL; NOOT,
2007). Depois que uma operdria vira forrageira, seu tempo médio de
vida ¢ inferior a 8 dias (VOSSCHER, DUKAS, 1997). Com a redugio
da longevidade, as abelhas forrageiras mortas sdo substituidas por
abelhas mais jovens, provocando o forrageamento precoce.
Consequentemente, ocorre uma redugdo no numero de abelhas
enfermeiras "mais jovens", o que pode causar grande impacto na
viabilidade das colmeias, visto que, muitas atividades, incluindo os
cuidados com a cria, processamento e armazenamento de alimentos,
cuidados com rainha, CH e eficiéncia de forrageamento, sdo
prejudicadas (THOMPSON; PERNAL; NOOT, 2007).

Oldroud (2007), trabalhando com polen Bt, ndo observou efeitos
letais sobre as abelhas, contudo, percebeu que este pode aumentar a
susceptibilidade das abelhas a a¢do de doengas e pragas, o que pode,
segundo o autor, estar diretamente ligado a reducdo do CH, causado
pelos efeitos subletais do polen do milho Bz.
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Message ¢ Gongalves (1984), supdem a possivel existéncia de
uma temperatura 6tima para o CH, provavelmente entre 18°C a 25,40C,
sendo esta variavel diretamente relacionada a umidade relativa do ar. As
avaliacoes de CH realizadas neste trabalho, foram realizados sempre em
dias ensolarados ou em dias sem chuva. Sempre se observava se o dia
seguinte ndo haveria probabilidade de chuva também, visto que a leitura
do CH foi realizada apds 24 horas. Apesar disso, ndo foi levado em
consideragdo a temperatura no dia da analise. Durante o periodo de
avaliacdo, observou-se temperaturas muito baixas, entretanto, ndo houve
quedas acentuadas no CH das colmeias CT e CO. Conclui-se, entdo, que
a temperatura ndo foi um fator determinante para a realizagdo do CH.
Gramacho (1995) observou que o CH tem maior eficiéncia em dias
ensolarados do que em dias com probabilidade de chuva e chuvosos. Ele
concluiu que as abelhas campeiras no interior da colmeia, quando
impedidas de voarem, ndo desempenham as atividades de CH, realizado
pelas abelhas mais novas.

Neste sentindo, os danos causados devido aos efeitos subletais
dos tratamentos, a coordenagdo motora, imunidade e, principalmente,
longevidade das abelhas, levam a uma redugdo do CH. Quando a
longevidade das abelhas diminui, ainda mais no periodo do inverno
onde a populagdo das colmeias tende a diminuir, pode causar graves
dados as colmeias, visto que CH ¢ fundamental dentro das colmeias,
sendo responsavel pelo controle de doencas e pragas nas crias.

5.4 FLUTUACAO DA INTENSIDADE DE INFECCAO POR Nosema
spp.

A intensidade de infecgdo pelo fungo Nosema spp. no més de
abril foi de 1.565.000 esporos/abelha no tratamento CT, 3.057.500 de
esporos/abelha em CO, de 1.140.000 esporos/abelha CC, de 1.531.250
esporos/abelha em CTR e de 1.143.750 esporos/abelha em CR. Segundo
a classificagdo Jaycox (1980), todos os tratamentos apresentaram uma
intensidade de infeccdo muito baixa no periodo. Através da analise de
prevaléncia, observou-se que uma das colmeias do tratamento CO
apresentou uma intensidade mais alta do que sua realidade, visto que,
em 70% das abelhas avaliadas individualmente ndo foram observados
esporos de Nosema spp. € 20% apresentou uma quantidade baixa de
esporos, apenas 10% apresentou uma intensidade de infestacdo alta.
Como a coleta foi realizada na entrada do alvado, é possivel que
houvesse a presenca de abelhas de outras colmeias pilhando ou abelhas
que vieram de outras colmeias juntamente com o avaliador e foram
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coletadas, o que causou um aumento na intensidade de infec¢do de CO.
O mesmo ocorreu em uma das colmeias do tratamento CTR, ecla
apresentou uma intensidade de infec¢do mais alta que o esperado, visto
que 70% das abelhas avaliadas na analise de prevaléncia deram negativo
para a presenca de esporos e 25% apresentou uma intensidade de
infecgdo baixa, o restante apresentou intensidade média. Outro fator que
pode influenciar na intensidade de infecgdo ¢ a coleta de abelhas jovens,
visto que, para realizacdo da coleta de abelhas para andlise sdo
colocadas espumas no alvado, para evitar entrada e saida de abelhas,
mas nesse momento algumas abelhas jovens acabam saindo da colmeia
e acabam sendo coletadas, o que pode influenciar na avaliagao.

Tabla 6 Médias da intensidade de infec¢do pelo fungo Nosema spp. observadas
nos tratamentos durante os meses de maio a agosto de 2016, Florianopolis, SC.

Intensidade de infec¢do pelo fungo Nosema spp. (milhdes de

esporos/abelha)
atamento
Més CT CO CC CTR CR
Maio 7,5b 3,1a 6,6 b 7,5b 5,8b
Junho 13,5a 17,7 a 17,7a 13,7a 11,0a
Julho 14,1 a 12,8a 235a 122a 19,2 a
Agosto 8,4 a 10,4 a 14,4 b 36a 7,2 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, na
linha. Foi aplicado o teste Scott Knott ao nivel 5% de probabilidade nos meses
de maio, junho e agosto. No més de julho foi aplicado o teste Kruskal Wallis ao
nivel de 5% de probabilidade.

CT - Colmeia testemunha; CO — Colmeia tratada com xarope de agucar
invertido e farinha de soja organica; CC — Colmeia tratada com xarope de
agucar invertido e farinha de soja convencional; CTR — Colmeia tratada com
xarope de agucar invertido e farinha de soja transgénica; CR — Colmeia tratada
com xarope de agucar invertido contaminado com residuo de Roundup.

No més de maio, 30 dias apds a introdugdo dos tratamentos,
observou-se um aumento na intensidade de infecc¢do pelo fungo Nosema
spp. Segundo Jaycox (1980), todos os tratamentos apresentaram uma
intensidade de infecgdo regular no periodo, exceto CO que apresentou
uma intensidade de infec¢do baixa, o que fez com que apresentasse
diferenca estatistica dos demais tratamentos.

Através da analise de prevaléncia, observou-se que uma das
colmeias do tratamento CT apresentou uma intensidade mais alta do que
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sua realidade, visto que, em 75% das abelhas avaliadas individualmente
ndo foram observados esporos de Nosema spp. € 5% apresentou uma
quantidade baixa de esporos, 5 apresentou uma quantidade média de
esporos e 15% apresentou uma intensidade de infestagdo alta. Isso
indica que podem ter sido coletadas abelhas pilhadoras ou abelhas com
altas intensidades de infec¢do, que acabam por elevar o numero de
€sporos.

O aumento da infeccdo por Nosema spp. observado, se deve,
principalmente, ao clima, visto que no més de margo as temperaturas
comegaram a diminuir, assim como a disponibilidade de alimento no
campo, dessa maneira, as abelhas diminuiram a atividade de
forrageamento e os voos de higiene, o que favorece a proliferacdo da
doenga.

No més de junho, todos os tratamentos apresentaram uma
intensidade de infec¢do semisevera e, por isso, ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre si. As analises de prevaléncia estavam de
acordo com os resultados de intensidade de infec¢do encontrados. As
temperaturas, no més de junho, foram muito baixas e o pouco alimento
no campo fez com que a rainha diminuisse a postura. Segundo Itagiba
(1997), as abelhas ndo voam em periodos de chuva ou com temperaturas
inferiores a 10°C. Devido a isso, as abelhas diminuiram o
comportamento de forrageamento e, consequentemente, diminuiram o
voo de higiene, o que favoreceu o aumento na intensidade de infec¢do
por Nosema spp. nesse periodo.

Em julho, as colmeias apresentaram uma intensidade de infecgdo
semisevera, exceto CC que apresentou uma intensidade de infecgdo
severa. Apesar disso, os tratamentos ndo apresentaram diferengas
estatisticas entre si. As analises de prevaléncia estavam de acordo com
os resultados de intensidade de infec¢do encontrados. No més de julho,
as temperaturas ainda estavam baixas e o alimento no campo estava
escasso, fazendo com que os voos de higiene ocorressem em menor
frequéncia, por isso, as intensidades de infec¢do ainda estavam altas.

O tratamento CTR apresentou uma baixa intensidade de infecgao,
no més de agosto. Os tratamentos CT e CR apresentaram uma
intensidade de infec¢do regular e CO apresentou uma intensidade de
infecgdo semisevero no mesmo periodo. O tratamento CC apresentou
diferenca estatistica entre os demais tratamentos. As analises de
prevaléncia estavam de acordo com os resultados de intensidade de
infec¢do encontrados.

Percebe-se que a queda na intensidade de infeccdo foi bem
acentuada nos tratamentos CTR e CR. Pode-se especular que isso
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ocorreu devido aos efeitos subletais causados pelos tratamentos. A
qualidade dessas colmeias estavam entre regular e ruim, ou seja, com
um numero muito reduzido de abelhas operarias, que deve ter ocorrido
pela reducgdo da longevidade das operarias. Nesse sentido, a maioria das
abelhas presentes na colmeia, eram abelhas jovens e, por isso, com
baixas intensidades de infec¢do. Giersch et al. (2009), diz que abelhas
recém-emergidas ndo sdo adequadas para a contagem de esporos de
Nosema spp., visto que, ndo tiveram tempo o suficiente para se
infectarem. Segundo OIE (2008), apenas abelhas com mais de 8 dias sdo
capazes de infectar. Cerca de 60 abelhas recém-emergidas, foram
analisadas para verificar se apresentavam esporos, a amostra deu 100%
negativa. A mesma quantidade de abelhas, com 5 dias de vida, foi
avaliada, poucas apresentaram resultado positivo para presenca de
esporos, ¢ estas tinham uma infec¢do muito baixa, o que corrobora com
os autores supracitados.

Figura 22 Intensidade alta (A) e muito alta (B) de esporos de Nosema spp.,
obtidos através da maceracdo do intestino de apenas uma abelha, observados em
microscopio optico com aumento de 40x.

A
Fonte: Cardozo, 2017.

De acordo com os dados (Figura 23), percebe-se que a
intensidade de infec¢do comeca a aumentar no més de maio, més onde
as temperaturas comecam a diminuir. A intensidade de infecgdo teve seu
pico maximo no més de junho e julho, dependendo do tratamento.
Nestes meses observaram-se menores temperaturas, periodo onde os
dias sdo mais curtos, o alimento no campo € mais escasso e a rainha
diminui a postura significativamente. Neste sentindo, as abelhas
presentes nessa época, sdo abelhas mais velhas e que tém uma
longevidade maior, devido ao menor tempo que passam forrageando.
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Segundo Lane et al., (2014), o tempo de voo influencia na longevidade
dos insetos, visto que exige altos custos metabolicos, o que corrobora
com Neukirch (1982), que diz que a longevidade de uma abelha depende
do desempenho e do tempo de voo gastos e ndo da sua idade em si.
Contudo, apesar das abelhas aumentarem sua longevidade, por ficarem
mais tempo dentro das colmeias, elas ficam mais susceptiveis ao
aumento na intensidade de infec¢do de doengas como Nosema spp.,
visto que elas diminuem o voo de higiene e, muitas vezes, acabam
defecando dentro da colmeia, no alvado ou sobre as caixas das colmeias,
0 que aumenta a probabilidade de infecgao.

Figura 23 Flutuacdo da intensidade de infecg¢do pelo fungo Nosema spp., de
abril (antes da introducdo dos tratamentos) a agosto nos tratamentos CT —
Colmeia testemunha; CO — Colmeia tratada com xarope de agucar invertido e
farinha de soja orgénica; CC — Colmeia tratada com xarope de agtcar invertido
e farinha de soja convencional; CTR — Colmeia tratada com xarope de agucar
invertido e farinha de soja transgénica; CR — Colmeia tratada com xarope de
agucar invertido contaminado com herbicida.
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De acordo com as andlises de prevaléncias realizadas, as colmeias
com tratamentos CC, CTR e CR apresentaram um menor numero de
abelhas com presenga de esporos de Nosema spp. Apesar disso, as
abelhas com resultado positivo para este patdgeno apresentavam uma
carga muito maior de esporo que os demais tratatamentos.
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Oldroud (2007) observou que o poélen Bt, apesar de ndo
apresentar efeitos letais sobre as abelhas, pode causar um aumento na
suscetibilidade das abelhas a acdo de patdgenos, o que pode estar
diretamente ligado a redugdo do CH, causado pelos efeitos subletais do
polen Bt, podendo vir a provocar grandes impactos para a sanidade
apicola.

Investigadores da Universidade de Jena (Alemanha) observaram,
acidentalmente, que as abelhas infectadas com Nosema spp.
apresentavam valores superiores de mortalidade quando na sua
alimentacdo estava presente poélen de milho transgénico Mon 810 e
Bt176, o que, segundo o autor, pode estar ligado a uma interagdo entre a
toxina e patogeno sobre o epitélio do intestino das abelhas, tornando-as,
assim, muito mais sensiveis a infec¢do (KAATZ, 2005). Isso pode
justificar os indices encontrados nos tratamentos CTR, visto que, o
aumento na mortalidade precoce das abelhas com altas cargas de
esporos pode ter impedido que estas fossem coletadas.

5.5 FLUTUACAO DO INDICE DE INFESTACAO PELO ACARO V.
destructor

No més de abril, que antecedeu a introducdo dos tratamentos, a
taxa média de infestagdo de acaros V. destructor (relagdo acaro.cria de
operaria-1) nas colmeias avaliadas, foi de 0,25% no tratamento CT, de
0,25% em CO, de 2,0% CC, de 1,0% em CTR e de 1,25% em CR.
Todas as colmeias estavam uniformes, com baixos indices de infestagdo
pelo acaro V. destructor em crias de operarias de 4. mellifera. Segundo
Harris, Sheridan e MacGown (2016), o indice toleravel de infestagdo
sem que cause danos econdmicos, esta proximo dos 10%, no periodo do
verdo. Neste més, a maioria das colmeias estavam fortes, com grande
quantidade de operarias, sendo classificadas como boas ou regulares
(Tabela 4). Além disso, as rainhas estavam com postura normal e
uniforme, por isso, havia muitas células com cria aberta e cria
operculada na colmeia. Neste sentindo, € comum encontrar indices de
infestagcdo mais baixos, visto que os acaros ficam diluidos nos diversos
alvéolos existentes. Quando a postura ¢ baixa, como no inverno, este
indice tende a aumentar, visto que os acaros se reunem no quadro com
crias abertas, proximo de ser operculadas, para se reproduzir.
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Tabla 7 Médias do indice de infestagdo, em crias de operarias, pelo acaro V.
destructor observadas nos tratamentos durante os meses de maio a agosto de
2016, Florianopolis, SC.

Indices de infestagdo pelo acaro V. destructor em crias de operarias

(%)
atamento
Més CT CcO CC CTR CR
Maio 2,3a 2,0a 7,8 a 13,8 a 4,5a
Junho 2,5a 7,7 a 6,5a 5,4a 6,9 a
Julho 11,7 a 8,0a 8,2a 9,8a 17,5a
Agosto 2,0b 3,8ab 6,5ab 43ab 24,0a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, na
linha. Foi aplicado o teste Kruskal Wallis ao nivel de 5% de probabilidade.

CT - Colmeia testemunha; CO — Colmeia tratada com xarope de agucar
invertido e farinha de soja organica; CC — Colmeia tratada com xarope de
acgucar invertido e farinha de soja convencional; CTR — Colmeia tratada com
xarope de agucar invertido e farinha de soja transgénica; CR — Colmeia tratada
com xarope de agucar invertido contaminado com residuo de Roundup.

No més de maio, 30 dias apos a introdugdo dos tratamentos, as
rainhas apresentaram uma pequena diminui¢do na postura, o que
promoveu um aumento na média do indice de infestagdo em relacdo ao
més de abril. Apesar dos tratamentos ndo terem apresentados diferencas
estatisticas, o tratamento CTR apresentou um indice de infestacdo
superior ao critico sugerido por Harris, Sheridan e MacGown (2016).

A média do indice de infestagdo do V. destructor aumentou no
més de junho, 60 dias apds a introdug@o dos tratamentos, nas colmeias
CT, CO e CR, mas diminuiu nos tratamentos CC e CTR. Os tratamentos
ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si.

Algumas colmeias dos tratamentos CC e CTR, apresentaram
muitas células zanganeiras operculadas no més de junho, o que pode ter
diluido os 4caros nos alvéolos e que pode explicar a diminui¢do no
indice de infestagdo, ja que esta avaliacdo foi realizada apenas em crias
de operarias.

O grande aumento no indice de infestacdo do V. destructor no
tratamento CO, se deve, principalmente, ao aumento que aconteceu na
colmeia CO3 que possui um baixo CH, como foi visto anteriormente. A
diminui¢do na postura faz com que os acaros fiquem mais concentrados
na pequena area de cria existente, e combinado com o baixo CH facilita
o desenvolvimento e a reprodugdo do acaro, principalmente quando o
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numero de abelhas operarias diminui, o que leva a uma diminui¢do do
CH e do grooming e, consequentemente, promove um aumento no
indice de infestagao.

No més de julho, 90 dias apo6s a introdugdo dos tratamentos,
observou-se que as colmeias tinham pouca cria aberta e operculada,
algumas ficaram sem apresentar postura por algum tempo, mas foi
observado a presenca da rainha. O clima e a falta de alimento no campo
influenciam esse tipo de comportamento da rainha e, por isso, os acaros
tendem a ficar aglomerados nos poucos alvéolos de cria existentes.
Neste més o indice de infestacdo pelo V. destructor aumentou em todos
os tratamentos e eles ndo apresentaram diferengas estatisticas entre si.

Em agosto, as rainhas voltaram a ovipositar, as posturas estavam
uniformes e em maior quantidade, exceto nas colmeias CR que, além de
fracas, estavam com a postura baixa e desuniforme e apresentaram um
CH ineficiente. A média do indice de infestacdo estava dentro do indice
toleravel nos tratamentos CT, CO, CC ¢ CTR, mas muito alto em CR,
este ultimo apresentou diferenca estatistica em relagdo ao tratamento
CT.

Percebe-se que o indice de infestagdo na cria, flutua de acordo
com o numero de abelhas operarias adultas e pelo numero de crias,
especialmente operculadas. No periodo de maio a julho, observou-se
uma diminui¢do no numero de abelhas adultas e de crias, o que
promoveu um aumento no indice de infestacdo na cria, pelo acaro V.
destructor. No periodo de agosto, as rainhas voltaram a ovipositar e
todos os tratamentos, exceto CR, apresentaram uma diminui¢do neste
indice. As colmeias CR estavam sem rainha, na sua maioria, € sem
postura, além do baixissimo nimero de abelhas operarias dentro das
colmeias, o que justifica o alto indice de infestagdo.

Durante as avaliacdes, foram encontrados até 3 (trés) acaros
fémeas adultos por célula de cria de operaria em estagio de pupa. Nas
células de zangdes, também em estagio de pupa, encontrou-se até 7
(sete) acaros fémeas adultos. Os dados obtidos nessas observagdes,
corroboram com Floris (1991), que encontrou larvas de operarias,
infestadas por dois, trés ou mais acaros e com Calderone e Kuenen
(2001) que observou a preferéncia de V. destructor por células de
zangdes. Raramente encontrava-se uma cria desta casta, ndo parasitada.
Gallai et al. (2009), observou que em colmeias de A. mellifera carnica a
cria de zangdo ¢ infestada aproximadamente com oito vezes mais
frequéncia que a cria de operaria. Estas observagdes mostram que a
distribui¢do do acaro entre as células de cria ndo ¢ aleatdria, mas sim



96

agregada. Segundo Nazzi ¢ Le Conte (2016), esse comportamento pode
favorecer a exogamia, o que pode ter um valor adaptativo para o 4caro.

Apesar de algumas colmeias terem apresentado altos indices de
infestacdo, eles ndo devem ser considerados preocupantes. Segundo
Harris, Sheridan e MacGown (2016), o indice toleravel de infestagdo
pelo acaro V. destructor ¢ de 10,2% em crias de operarias durante o
verdo. Contudo, os altos indices observados foram no periodo do
inverno, onde ha uma diminui¢do no numero de abelhas operarias
adultas e no nimero de crias de operarias, por isso pode-se considerar
que o indice de infestagdo dobre neste periodo, mas sem causar
prejuizos. Observando os indices encontrados em agosto, conclui-se que
a tendéncia ¢ a infestagdo diminuir ainda mais nos proéximos meses,
visto que, havera mais abelhas para realizar o CH, grooming e, o maior
numero de abelhas e crias, o que ird diluir a quantidade de acaro dentro
das colmeias. Segundo Harris, Sheridan e MacGown (2016), um terco
da populagdo de acaros reside em abelhas adultas e dois ter¢os estdo nas
crias operculadas.

Durante as avaliagdes, percebeu-se que identificar a taxa de
infestacdo pelo acaro Varroa ¢ dificultada pela falta de homogeneidade
das colmeias, principalmente no que diz respeito a oviposi¢ao da rainha,
numero de abelhas operarias e o CH.

Foi constatado por Guerra Jr. (2000), que durante o processo de
remog¢do das crias infestadas, as proprias abelhas higiénicas podem
morder ou danificar os acaros dentro da célula de cria. Os acaros jovens,
que sobrevivem a remogdo das pré-pupas e pupas, ndo sdo susceptiveis
de produzir descendéncia viavel, pois ndo tiveram tempo habil para
copular (KIRRANE et al., 2011). Assim, a eficacia do comportamento
higiénico na reducdo da reprodugdo de acaros deve-se em parte a
interferéncia na reprodugo e, em parte, aos riscos que o acaro enfrenta
quando esta fora da seguranga da célula de cria IBRAHIM; REUTER;
SPIVAK, 2007). Gifford, (2011), diz que o controle da varroose, bem
como das demais patologias que acometem as abelhas, pode estar
relacionado com o comportamento higiénico das abelhas. Esse
comportamento limita a propagacdo da infestagdo e pode diminuir o
potencial reprodutivo dos acaros (SPIVAK; REUTER, 2001a; 2001b).

Schluck (1992) diz que a longevidade do 4caro adulto é de 2 a 3
meses no verdo e 6 meses ou mais no inverno e outono. Por isso o
monitoramento do indice de infestacdo deve ser feito durante o ano todo,
visto que indices muito altos podem causar danos econdmicos e levar a
colmeia & morte. E importante observar nas colmeias se existem quadros
de crias zanganeiras. Quando estas estdo em excesso ou sio
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desnecessarias, o ideal ¢ remové-las para ndo facilitar a proliferagdo do
acaro.

A utilizacdo de alimentos contendo proteinas Cry e/ou residuos
de agrotoxicos podem favorecer o aumento no indice de infestacdo pelo
acaro, visto que seus efeitos subletais diminuem a longevidade das
abelhas ¢ o CH, o que favorece a proliferagdo do acaro e aumento no
indice de infestagdo e pode causar graves danos as colmeias.

Figura 24 Flutuagao no indice de infestagdo pelo acaro V. destructor, em crias
de operarias, de abril (antes da introdugdo dos tratamentos) a agosto nos
tratamentos CT — Colmeia testemunha; CO — Colmeia tratada com xarope de
acucar invertido e farinha de soja organica; CC — Colmeia tratada com xarope
de acucar invertido e farinha de soja convencional; CTR — Colmeia tratada com
xarope de agucar invertido e farinha de soja transgénica; CR — Colmeia tratada
com xarope de agticar invertido contaminado com herbicida.
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Observa-se que os indices de infestagdo na cria sdo, na maioria
das vezes, superiores ou iguais aos encontrados em abelhas operarias
adultas. No més de abril, antes da introdu¢do dos tratamentos, a média
do indice de infestagdo em operarias adultas, foi de 0,8% no tratamento
CT, de 1,6 em CO, de 1,9% CC, de 3,3% em CTR e de 1,9% em CR,
indices toleraveis, segundo Harris, Sheridan e MacGown (2016).
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Tabela 8 Médias do indice de infestagdo, em operarias adultas, pelo acaro V.
destructor observadas nos tratamentos durante os meses de maio a agosto de
2016, Floriandpolis, SC.

Indices de infestagio pelo acaro V. destructor em operérias adultas (%)

atamento
Més CT CO CC CTR CR
Maio 2,5a 2,5a 51a 55a 3,3a
Junho 3,8a 4,0a 6,4 a 5,6a 5,6a
Julho 3,6a 59a 8,4a 11,6 a 8,7a
Agosto 29b 2,1b 4,7 ab 5,7ab 11,0 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, na
linha. Foi aplicado o teste Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade nos
meses de maio a julho e, no més de agosto, foi aplicado o teste Kruskal Wallis
ao nivel de 5% de probabilidade.

CT - Colmeia testemunha; CO — Colmeia tratada com xarope de agucar
invertido e farinha de soja organica; CC — Colmeia tratada com xarope de
acgucar invertido e farinha de soja convencional; CTR — Colmeia tratada com
xarope de agucar invertido e farinha de soja transgénica; CR — Colmeia tratada
com xarope de agucar invertido contaminado com residuo de Roundup.

No més de maio, os indices de infestacdo encontrados em
operarias adultas, foram maiores que os observados em abril, mas foram
indices toleraveis, ndo causando danos econdémicos as colmeias. Os
tratamentos ndo apresentaram diferengas estatisticas entre si.

As colmeias CC e CTR, apresentaram indices superiores ao
toleravel por Harris, Sheridan ¢ MacGown (2016), que esta proximo aos
5,1%. Contudo, nesse periodo as rainhas comecas a diminuir a postura e
a maioria dos acaros que ficariam dentro das células de cria para
reproducdo, parte se concentra nos alvéolos de crias existentes e outra
parte migra para as abelhas adultas, o que faz aumentar o indice de
infestagao.

No més de junho, a média do indice de infestagdo aumentou em
todos os tratamentos, apesar disso, eles estavam dentro do nivel
toleravel. Os tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica entre si.

Em julho, os indices de infestagdo foram ainda maiores que o més
e junho, contudo nZo altos a ponto de causar preocupagdo. Os
tratamentos CTR e CR apresentaram um aumento numericamente
superior aos demais, mas os tratamentos ndo apresentaram diferengas
estatisticas entre si.
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No més de agosto, todos os tratamentos apresentaram uma
diminuicdo no indice infestagdo, exceto em CR, que mostrou um
aumento, assim como ocorreu no indice de V. destructor na cria, o que o
levou a apresentar diferencas estatisticas entre os tratamentos CT e CO.
Isso se deve, possivelmente, aos efeitos subletais do tratamento
introduzido, que levou a uma diminui¢do no numero de crias e abelhas
adultas.

De acordo com os dados (Figura 25), percebe-se que o indice de
infestagdo em operarias adultas flutua de acordo com o niimero de
abelhas operdrias adultas e pelo nimero de crias. Quanto menor o
numero de cria, maior ¢ o indice de infestagdo nas abelhas adultas. No
periodo de abril a julho, a tendéncia ¢ aumentar o indice de infestagdo e
voltou a diminuir em agosto, quando as rainhas voltaram a ovipositar
normalmente. As colmeias do tratamento CR, apresentaram um
aumento no indice, visto que elas ndo conseguiram se recuperar e, por
isso, muitas delas estavam sem rainha, o que justifica o aumento no
indice de infestagao.

Os tratamentos CC, CTR e CR influenciaram na postura da
rainha, diminuindo-a, além disso, diminuiram, provavelmente, a
longevidade das abelhas, visto que foi observado uma queda acentuada
na populacdo desses individuos. Pode-se inferir que o fator densidade
populacional esta associado aos niveis de infestagdo do acaro, visto que
uma menor densidade, provoca uma concentracdo dos acaros e,
consequentemente, um aumento no indice de infestacao.

Oldroyd (2007), citou a proteina Cry como fator responsavel pelo
aumento da suscetibilidade das abelhas a a¢do de 4caros e outras pragas
e patogenos, que, em situagdes normais, ndo causariam estragos de tdo
grande dimensdo como os que se tém observado. Wu, Anelli, Sheppard
(2011), observaram efeitos subletais em abelhas submetidas a pesticidas,
apo6s diversos geragdes de cria em favos contaminados, como atraso no
desenvolvimento larval e emergéncia tardia da operaria adulta, o que
promove maior fecundidade do acaro. Esses efeitos podem parecer
inconsequentes, mas podem proporcionar uma vantagem reprodutiva
para os acaros V. destructor, visto que, quando um acaro fémea invade
uma célula ocupada por uma larva de abelha em desenvolvimento, ele é
capaz de colocar quatro ovos em intervalos de 30 horas. Normalmente, o
terceiro ovo fémea colocado, tem baixa probabilidade de atingir a
maturidade antes que a abelha nasg¢a. No entanto, com a emergéncia
tardia da abelha adulta, a probabilidade do terceiro ovo fémea alcangar
com éxito a maturidade, aumenta. Apesar disso, os dados encontrados
neste trabalho, parecem estar mais ligados aos efeitos subletais que,
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possivelmente, causaram danos a longevidade das abelhas e,
consequentemente, diminuiu a populagdo das colmeias, levando a um
aumento no indice de infestacdo pelo acaro V. destructor.

Figura 25 Flutuagdo do indice de infestacdo pelo acaro V. destructor, em
operarias adultas, de abril (antes da introducdo dos tratamentos) a agosto nos
tratamentos CT — Colmeia testemunha; CO — Colmeia tratada com xarope de
acucar invertido e farinha de soja organica; CC — Colmeia tratada com xarope
de acucar invertido e farinha de soja convencional; CTR — Colmeia tratada com
xarope de agucar invertido e farinha de soja transgénica; CR — Colmeia tratada
com xarope de aglicar invertido contaminado com herbicida.
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A resisténcia das abelhas ao acaro V. destructor, é determinada
por uma complexa interacdo de mecanismos relativos ao tamanho
reduzido das células de cria, do menor tempo de desenvolvimento da
cria de operaria, além da taxa de infertilidade do acaro (MESSAGE,
1997). As condigdes climaticas, o fluxo de alimento, a quantidade da
cria em desenvolvimento, a porcentagem do CH, além da subespécie 4.
mellifera, foram considerados fatores importantes no desenvolvimento
deste acaro (DE JONG; GONCALVES; MORSE, 1984; MORETTO et
al.,, 1991; DE JONG; SOARES, 1997, CORREA-MARQUES et al,,
2003). Outro comportamento de imunidade é o grooming, que ¢ ato de
limpar o seu proprio corpo ou de um outro individuo do mesmo grupo
(WILSON-RICK; DRES, S. T.; STARKS, 2008). Moretto et al. (1993),
trabalhando com abelhas operdrias parasitadas artificialmente com
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fémeas adultas de Varroa, perceberam que elas sdo capazes de se livrar
do parasita, minutos ap6és a infestagdo, através do comportamento de
grooming (MORETTO; MELLO JR., 1999).

De Jong et al. (1984); Ruttner; Marx e Marx (1984); Gongalves
(1987), dizem que regides com condi¢des tropicais, como Brasil, e
subtropicais, os indices de infestacdo do acaro se estabilizaram, onde
registram-se baixos niveis do parasita. Moretto et al., (1991),
observaram que regides com temperaturas muito baixas no periodo de
outono e inverno, possuem indices de infestagdo mais altos. Eles
atribuem isso, a uma redu¢do no nimero de operarias adultas e na cria, o
que corrobora com os dados encontrados neste trabalho. Anastacio et al.
(2013), também encontraram maior infestagdo durante o inverno quando
comparada as outras estagdes do ano. Castagnino e Orsi (2012),
encontraram indices de infestacdo de 14,8%, nos meses de junho e
julho, em colmeias instaladas em um apiario na cidade de Santana do
Livramento, no RS. Torres e Barreto (2013), encontraram indices de
infestacdo em operarias adultas, de 0,04% a 20,73% em municipios do
Mato Grosso, no periodo de julho a agosto. Esses indices foram
superiores aos encontrados neste trabalho, exceto para as colmeias CR,
que apresentaram indices ainda mais altos, devido aos efeitos subletais
do tratamento. Esses indices foram mais altos aos encontrados neste
trabalho, no mesmo periodo.

Moretto ¢ Mello Jr. (2003) verificaram, em colmeias instaladas
no apiario experimental do Departamento de Ciéncias Naturais, da
Universidade Regional de Blumenau, SC, grau de infestagdo em
operarias adultas de 2,33 + 0,83% (média e desvio padrdo) e 5,06 +
2,47% em crias de operarias ou zangdes. Esses indices sdo semelhantes
aos encontrados neste trabalho, nos meses de abril ¢ maio. Contudo, os
autores ndo deixam claro a época do ano que as andlises foram
realizadas.

Bacha Junior, Silva e Pereira (2009), observam indices de
infestacdo de 4,7%, a 20,2% na microrregido de Vigosa, MG. Algumas
médias foram bastante altas, contudo, os autores ndo disseram o periodo
do ano que as analises foram realizadas.

Autores relatam uma tolerdncia que algumas populacdes de
abelhas tém aos acaros. Aparentemente, algumas colmeias alcangaram
um equilibrio hospedeiro/parasita como resultado da sele¢do natural,
também estd comprovado que o clima e as diferentes subespécies de A.
mellifera sdo fatores que afetam o desenvolvimento do acaro (DE JONG
et al., 1984, MORETTO et al.,, 1991; DE JONG; SOARES, 1997
MORETTO; MELLO JR, 1999). Ha relatos que colmeias com
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infestagdo de até 8 mil 4caros sobreviveram por 4 anos sem a utilizagao
de produtos para controle desta praga (RITTER, 1981; KORPELA et al.,
1992; FRIES; CAMAZINE; SNEYD, 1994). Na Franga, colmeias de 4.
mellifera sobreviveram de um a dois anos (ROBAUX, 1986),
registrando-se casos onde algumas colmeias sobreviveram de 10 a 12
anos sem tratamento (LE CONTE et al., 2007; DE JONG; SOARES,
1997). Segundo Spivak e Gilliam (1998), a tolerancia das abelhas ao
acaro se deve ao seu CH. Eles os classificaram como VSH (higiene
sensivel ao Varroa), quando as abelhas sdo capazes de reduzir as
populacdes do acaro (SPIVAK; GILLIAM, 1998). VSH é uma forma de
higiene em que as abelhas t€ém maior resposta ao Varroa, ou seja,
maiores frequéncias de acaros sdo removidas por abelhas com VSH do
que por abelhas higiénicas que sdo capazes de identificar e retirar crias
mortas (FKB) (IBRAHIM; SPIVAK, 2006).
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6 CONCLUSAO

As farinhas de soja orgénica comercial e a farinha de soja
produzida no Labento, ndo apresentaram proteina rCrylAc na sua
composi¢do. A farinha de soja transgénica produzida no Labento,
apresentou proteina rCryl Ac na sua composigao.

Colmeias submetidas a alimentagdo com farinha de soja
convencional, transgénica e alimentagdo energética com residuos de
Roundup tém seu CH reduzido, devido aos seus efeitos subletais;

A intensidade de infeccdo por Nosema spp. pode ser menor em
colmeias submetidas a tratamentos com presenga de proteina rCrylAc e
Roundup, apesar disso, as abelhas contaminadas por esses patogenos
apresentam uma carga de esporos superior as ndo tratadas.

Colmeias submetidas a alimentagdo com farinha de soja
convencional, transgénica e alimentagdo energética com residuos de
Roundup apresentam maior indices de infestacdo por Varroa em crias
de operarias e operarias adultas.

As abelhas ndo sdo capazes de diferenciar alimentos contendo
proteina rCrylAc ou Roundup, eles sdo recolhidos, armazenados em
favos e, aos poucos, sdo fornecidos as suas crias.

Os efeitos causados sobre a populagdo de abelhas tratadas com
alimentos transgénicos e com herbicidas, ndo sdo imediatos. Sdo
necessarias algumas geracdes para que sejam observados resultados
significativos sobre a qualidade, comportamento e sanidade das
colmeias.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Muitos trabalhos t€m mostrado os efeitos subletais dos
transgénicos e de agrotoxicos, como herbicidas, no desenvolvimento e
nas atividades das abelhas 4. mellifera. Contudo, a grande maioria deles
¢ realizada em laboratdrio o que ndo mostra a realidade vivenciada pelas
abelhas a campo.

Esse trabalho teve como intuito, observar os impactos reais
sofridos pelas abelhas, especialmente em relacdo a sua sanidade apicola.

As analises foram prejudicadas pelas alteragdes sofridas pelas
colmeias, especialmente pela perda de rainhas durante a execugdo do
experimento.

Ensaios futuros deveriam manter maior uniformidade ambiental e
genética nas parcelas.

Outro ponto importante, seria a realizacdo de analises da
composicdo nutricional e a identificacdo das substancias toxicas
presentes nas farinhas e suas respectivas concentragdes. Deve-se avaliar
também esses fatores nos alimentos armazenados na colmeia, como o
mel e o pdo de abelha durante todo o periodo experimental.

Apesar de ser muito dificil, visto que, os tratamentos causam
efeitos subletais que podem levar a perda de colmeias inteiras em
poucos meses, seria muito interessante avaliar a flutua¢do de doengas e
pragas e o desenvolvimento das abelhas durante todas as estagdes do
ano. Assim, ficaria mais claro o comportamento desses individuos em
relagdo ao clima.

Os residuos de agrotoxicos e transgénicos acumulados dentro da
colmeia, tém efeitos negativos sutis e muitas vezes discretos a curto
prazo, mas que podem prejudicar os processos comportamentais e
sanitario a médio e longo prazo. Portanto ¢ necessario um grande
esfor¢o de pesquisa para elaboragdo de protocolos que facilitem a
analise e discussdo final dos dados para, entdo, elucidar melhor os
impactos causados sobre as abelhas.
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