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RESUMO: O presente trabalho tem o objetivo de avaliar os efeitos do pélen do milho transgénico, que expressa
a proteina entomopatogénica CrylAb, sobre aspectos biolégicos da traga da cera (Galleria mellonella) e com isso propor
uma discussdo sobre as possibilidades de afec¢do desse piralideo a campo, debatendo possiveis efeitos ecolégicos. Um
ensaio biolégico foi realizado, onde se ofertou as larvas pélen do milho transgénico, pélen do milho convencional e pdlen
comercial. A duracdo da fase larval foi afetada pela composic¢do da dieta, sendo que as constituidas de pélen de milho
convencional e transgénico apresentaram os resultados mais expressivos. A mortalidade foi superior nos individuos
alimentados com a mistura de cera virgem e pdlen transgé€nico, no entanto ndo diferiu dos demais alimentos, quando junto
ao pélen transgénico, foi associado favo de Apis mellifera. A largura e comprimento das pupas provindas de lagartas
alimentadas com cera virgem adicionada com pdlen transgénico ou convencional foram significativamente inferiores
quando comparados aos valores das mensuracdes realizadas nas pupas provindas de outras dietas. O pdlen do milho,
convencional ou transgénico, por si sé € um alimento menos adequado ao desenvolvimento de G. mellonella, em relagdo a
uma dieta composta por pdlen de vdrias plantas.

PALAVRAS-CHAVE: Traca da cera. Milho Bt. Zea mays

INTRODUCAO

A adocdo de vegetais transgénicos que
expressam  proteinas entomopatogénicas tem
suscitado diversas discussdes éticas e cientificas.
Dentre essas, presumiveis impactos no meio
ambiente, em conseqiiéncia de alteracdo de
interacdoes ecolégicas, se destacam entre oS
principais debates (SIQUEIRA et al., 2004). Um
desses casos € a relacdo do lepidéptero Galleria
mellonella  (Linnaeues 1758)  (Lepidoptera,
Pyralidae), conhecida como traca da cera, com
abelhas Apis mellifera.

Esse lepidéptero ocorre naturalmente em
colonias de abelhas, juntamente com Achroia
grisella (Fabricius, 1754) (Lepidoptera, Pyralidae),
ocupando o mesmo nicho ecoldgico. As larvas
alimentam-se de cera velha, pélen e mel, material
presente nas colméias de abelhas (VANDERBERG;
SHIMANUKI, 1990.)

Devido a esse habito alimentar, certos
investigadores o consideram praga de apidrios
(BRIGHENTI et al., 2005), j4 outros o classificam

como um organismo importante na reciclagem de
matéria organica dentro das colméias
(SABUGOSA-MADEIRA et al., 2007,
SABUGOSA-MADEIRA; ABREU, 2009;
TREVISAN et al., 2012). Nessa primeira visdo sdao
considerados nocivos as abelhas, e por isso sdo
combatidos, pois as larvas inutilizam os favos e
consomem o pdlen, prejudicando assim a producio
de mel (VANDERBERG; SHIMANUKI, 1990). Na
segunda visdo, de acordo com Sabugosa-Madeira et
al. (2007), a presenca destes piralideos nas col6nias
nao sé liberam espaco pela destruicio de favos
velhos e inutilizados (principalmente em coldnias
selvagens) como, em caso de morte da colonia,
destroem toda a cera restante que tenha larvas e
pélen. Nesse contexto, desempenham um papel
importante no controle de diversas doencas
microbianas que afetam as abelhas
(MELATHOPOULOS et al., 2004). Logo, pode-se
considerar que se ndo fosse pela atuagcdo das tragas
de cera, os favos velhos permaneceriam por
periodos muitos longos no ambiente, o que, desta
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forma, seria fonte de dispersdo de doengas nas
abelhas.

Sob a linha de raciocinio, que considera a
acdo desses piralideos um beneficio ecoldgico as
colméias, a afeccdo destes organismos pode ser
interpretada como nocivo a apicultura. Dessa forma,
a implementacdio de plantagdes transgénicas
resistentes a insetos, pela utilizacdo das
denominadas plantas Bt, pode ser um dos fatores
com efeitos nocivos sobre estes lepiddpteros
(SABUGOSA-MADEIRA et al., 2007; TREVISAN
et al., 2012). Sendo assim, as abelhas ao coletarem e
acumularem nas colonias podlen de plantagdes
transgénicas com essa caracteristica, poderdo com
isso, expor as larvas desses piralideos a intoxicagdo
pela acdo da proteina entomopatogénica Cry,
presente no pdlen, o que poderd desestabilizar a
relacdo das abelhas com as tragas, ja que, pequenas
quantidades desse pdlen, podem ser letais a G.
mellonella (HANLEY et al., 2003).

Diante do exposto, o presente trabalho tem
o objetivo de avaliar os efeitos do pélen do milho
Bt, que expressa a proteina entomopatogénica
Cry1Ab, sobre aspectos bioldgicos de G. mellonella,
e com isso propor uma discussdo sobre as
possibilidades de afec¢do deste piralideo em campo
debatendo possiveis efeitos ecolégicos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nos
laboratérios de entomologia e palinologia da
Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto,
(FCUP), Portugal, no periodo de Julho a Dezembro
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de 2009. Excursdes a campo foram realizadas para a
coleta de paniculas de milho convencional (cultivar
PR65 — Pionner®) e milho transgénico da cultivar
Mas58.YG (Maisadour®), derivada da linhagem
MONSI10, expressando, portanto, a proteina
CrylAb.

No laboratério, as paniculas foram
submetidas a secagem em estufa ventilada a 25 °C,
durante 2 dias. Apds secas, procedeu-se a crivagem
do pdlen, que depois de isolado e limpo foi
acondicionado em tubos de plastico e conservados a
-20°C, até serem utilizados na dieta das larvas de G.
mellonella.

Uma populacio base de G. mellonella foi
obtida com a criagdo em laboratério a partir de
pupas coletadas em ambiente natural. Estas foram
acomodadas em uma caixa telada que serviu de
gaiola, de forma que ao emergirem, os adultos
permanecessem confinados no seu interior. No
mesmo local foi ofertado, como sitio de oviposic¢ao,
um papel dobrado em tiras paralelas, sendo uma das
extremidades grampeadas, originando, desta forma
arestas, que serviram como sitio de postura para G.
mellonella, de onde os ovos foram coletados para o
ensaio.

Para a andlise dos efeitos do pdlen
transgénico em G. mellonella, foi realizado um bio
ensaio onde foram ofertados como alimento as
lagartas, diferentes substratos alimentares, cuja
composi¢do variou no tipo e quantidade de pdlen,
bem como na presenca de matéria organica
proveniente de favo de Apis  mellifera
(Hymenoptera, Apidae) (Tabela 1).

Tabela 1. Composicao dos substratos alimentares ofertados a G. mellonella.

Tratamento Composicao
100% Bt 2,50g de pélen de milho Bt + 20g de cera virgem
50% Bt + 50% conv.” 1,25g de pdlen Bt + 1,25g pdélen convencional + 20g de

cera virgem

80% com. + 20% Bt

virgem
100% conv. ;
virgem
100% com.”
100% Bt + favo

2,00g polen comercial + 0,50g de polen Bt + 20g de cera
2,50g de podlen de milho convencional+ 20g de cera

2,50 de pdlen comercial+ 20g de cera virgem
2,50g de poélen de milho Bt + 20g favo de A. mellifera

* convencional  ** comercial

Os tratamentos (100% Bt); (100% com.);
(80% com. + 20% Bt); (100% conv.) e (50% Bt +
50% Conv) foram preparados com cera virgem.
Somente o tratamento (100% Bt + favo) nio recebeu
esta cera, pois neste caso, utilizou-se na preparacao
do substrato, favo coletado em colméia de A.
mellifera. Portanto, no referido tratamento levou-se

em consideracdo a presenga de outros componentes
na dieta de G. mellonella, como por exemplo, restos
de mecdnio e exuvias, simulando assim, condig¢des
alimentares naturais. O pélen comercial € formado
pela aglutinagdo do pdlen de diferentes espécies de
flores, efetuada pelas abelhas operdrias, o qual é
coletado no ingresso da colonia.
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Para a montagem deste tratamento foi
pesado 20 g de favo utilizado por A. mellifera obtido
em apidrio para, cada placa de Pétri. Posteriormente,
essas placas, devidamente forradas com papel
antiaderente, foram submetidas a autoclavagem a 70
°C durante 10 minutos. Desta forma obteve-se uma
placa de cera homogénea, e eliminaram-se ovos G.
mellonella que eventualmente pudessem estar
presentes neste material. Cada lagarta recebeu 2,5 g
de podlen, nas propor¢des descritas na Tabela 1,
juntamente com a cera ou favo em proporcdes
suficientes para uma dieta “ad libidum” (NOMURA
et al., 2000).

Para o inicio das avaliagdes, utilizaram-se
lagartas com nove dias de vida. Esse procedimento
foi adotado porque as larvas recém eclodidas sdo
muito sensiveis, dificultando a manipulagcdo. Cada
tratamento foi composto por trinta lagartas,
individualizadas nas placas de Pétri e dispostas em
blocos inteiramente cazualizados. Para simulac¢do do
interior das colméias, as lagartas permaneceram em
ambiente com luminosidade reduzida durante o
periodo de avaliagdo. Os pardmetros bioldgicos
considerados foram: mortalidade larval, duracdo do
periodo de pré-pupa, pupa e longevidade do adulto.
O peso e dimensdes das pupas também foram
registrados. Considerou-se o perfodo de pré-pupa,
fase em que a lagarta permanecia em uma estrutura
de fios de seda confeccionada pela larva, a qual ndo
se alimentava nem se locomovia. A longevidade do
adulto foi obtida confinando os adultos em gaiolas
entomoldgicas. Calcularam-se em dias as seguintes
fases: larval, de pré-pupa, pupa e o ciclo de vida. As
avaliacdoes dos parimetros biolégicos bem como
ambientais (temperatura e umidade relativa do ar)
foram realizados diariamente.

O tratamento estatistico foi realizado pelo
programa BioEstat versdo 5.0. A normalidade dos
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dados foi conferida pelo teste de Lillefors, e quando
normais aplicara-se o teste de Tukey a 5% de
significancia para andlise de varidncias. Os dados
nao normais foram analisados pelo teste de Kruskal-
wallis, e quando detectada diferenca entre postos
médios, utilizou-se o teste de Student-Newman-
Keys na comparagdo desses valores, e as diferencas
foram expressas na média verdadeira. A existéncia
de diferenca significativa entre os valores absolutos,
como os utilizados nos cdlculos percentuais, foi
verificada pela aplicagdo de um teste de
independéncia do qui-quadrado a 5% de
significancia, uma vez constatada essa diferenca, os
dados foram analisados pela particio dos mesmos
em tabelas de contingéncia 2x2, no mesmo nivel de
significancia. Procedimentos estatisticos sugeridos
por AYRES et al. (2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As temperaturas médias (£DP), midxima e
minima, em °C, registradas durante a execuciao do
ensaio biolégico foram: 28,5+1,3 e 23,3+1,3,
respectivamente. A média (£DP) da umidade
relativa do ar, obtida durante o0 mesmo periodo foi:
66,1242 4.

As larvas de G. mellonella alimentadas com
dieta constituida de cera virgem (100% Bt) ou cera
virgem (50% Bt + 50% conv.) ou com apenas cera
virgem (100% conv.) desenvolveram-se mais
lentamente, sendo a duracdo desta fase superior as
que foram submetidas aos outros alimentos (Tabela
2). Por outro lado, as larvas que receberam favo de
A. mellifera com poélen Bt 100%, tiveram a duragio
da fase larval significativamente reduzida 33,86
dias, em relacdo aos individuos provenientes dos
outros alimentos testados (Tabela 2).

Tabela 2. Durag¢do média (+ desvio padrdo), em dias, do periodo larval, pré-pupa, pupa, longevidade do adulto
e do ciclo de vida de G. mellonella alimentadas com pdélen de milho convencional (conv.),
transgénico (Bt), comercial (com) em diferentes proporgdes.

Tratamento Periodo larval  Pré-pupa Pupa Adulto Ciclo de vida
100% Bt 66,09+09a 1560+7a 1540+ 8a 14,70x6a 118,73+ 16 a
50% Bt + 50% conv. 59,56+14a 8,13+5ab 16,60+9a 17,60£12a 109,73 20 a
80% com. + 20% Bt 25,80+06d 2,14+2c 11,74+2a 16,84+9a 64,37+9d
100% conv. 55,90+ 16ab 8,21 £14ab  14,62+4a 16,54+8a 103,46 £ 23 ab
100% com. 40,20 +12bc  4,65%+2Db 11,06 £5a 2231%13a 84,50 £ 11 be
100% Bt + favo 3386+13¢c  629+2b 11,08+4a 1331+8a 72,67 + 14 dc

(U Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, nio diferem estatisticamente pelo teste Student-Newman-Keys (P<0,05)

A duracio da fase larval de G. mellonella é
altamente dependente das condi¢cbes em que se
desenvolvem, bem como da populagdo de origem.
Nesse sentido, Cardoso et al. (2007) registraram

uma duracdo média da fase larval para G.
mellonella, em favo de A. mellifera, que variou de
40,4 (22 °C) a 23,3 dias (32 °C). Esses valores foram
semelhantes a alguns encontrados nesse trabalho
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(Tabela 2). No entanto sdo inferiores aos relatados
por El-Sawaf (1950) que obteve uma média de
68,37 dias a 29,6 °C e um aumento para 225 dias
quando a temperatura decresceu para 18,6 °C. J4
Nomura et al. (2006), em dieta composta por favo
de A. mellifera + podlen, registraram uma duragdo
média da fase larval de 48,9 dias.

A andlise dos dados obtidos neste trabalho
sugere que o podlen do milho convencional ou
transgénico, por si sO, pode ser considerado um
alimento inadequado ao desenvolvimento larval de
G. melonella, em comparacdo com os demais
alimentos analisados neste experimento, face ao
prolongamento da fase larval. Segundo Lara (1991)
o efeito de plantas resistentes aos insetos, traduz-se
numa alteracdo em suas fases de desenvolvimento,
geralmente prolongando seu ciclo. Ainda, segundo
Cardoso et al. (2007) o registro de uma menor fase
larval em G. mellonella é indicativo de que as
condi¢cdes em que as larvas estdo sendo criadas sdo
ideais. Além disso, o pdlen do milho Bt pode
agravar essa inadequacdo, tendo em vista 0 maior
registro do periodo larval observado em individuos
alimentados com cera virgem e pdlen transgénico
que contem a proteina CrylAb.

No entanto, quando o pélen de milho Bt foi
ofertado junto com os elementos do favo de A.
mellifera, como as exuivias, 0 mecOnio entre outros,
notou-se um desenvolvimento larval mais rapido,
em relacdo aos demais alimentos compostos a base
de cera virgem e pdlen de milho, transgénico ou
convencional, o que pode indicar, que a presenca
destes elementos organicos na dieta de G.
mellonella, complementa a nutricdo larval, e pode
atenuar, portanto, a eventual caréncia nutricional
ocasionada por uma dieta a base unicamente de cera
virgem e podlen de milho, seja transgénico ou
convencional.

Foi observado que no interior das placas de
Pétri as larvas construiram galerias com fios de
seda, concordando com a observagdo de Zacarin et
al. (2004), que relatam que o comportamento das
larvas de G. mellonella ao se alimentarem
constroem galerias, € que com o passar do tempo
estas sdo recobertas com particulas fecais, como
observado também neste experimento. Ainda
acrescentaram, que para entrarem na fase de pré-
pupa, construiam galerias na madeira presente nas
colméias, onde tecem casulos e pupam, geralmente
uma ao lado da outra. Na placa de Pétri, a fase de
pré-pupa foi observado quando com fios de seda a
lagarta,fechou as extremidades da galeria, e
permaneceu neste local sem se alimentar até a

pupacgio.
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A fase de pré-pupa, também, teve sua
duracdo afetada pelo tipo de alimento ofertado. As
lagartas alimentadas com substratos compostos por
cera virgem (100% Bt), cera virgem (50% Bt + 50%
conv.) e cera virgem (100% conv.) originaram pré-
pupas que permaneceram nesta fase por um tempo
maior, em relacdo as lagartas submetidas as outras
dietas (Tabela 2). Essa observagdo também apdia a
hipétese de que o alimento composto por material
proveniente do milho é o menos adequado ao
desenvolvimento de G. mellonella. No tratamento
composto por 100% Bt + favo, a duragdo da fase de
pré-pupa difere, estatisticamente, da observada no
tratamento composto por cera virgem (100% Bt),
sendo significativamente inferior. Essa constatacdo
também reforca a idéia de que o material organico
presente no favo complementa a alimentagdo larval,
mesmo na presenca de quantidade significativa de
pélen Bt.

Para a duracdo da fase de pupa, nio foi
observada diferenca na duragdo deste parametro, em
nenhum dos alimentos, pela comparacio realizada
pelo teste de Student-Newman-Keys a 5% de
significancia (Tabele 2). Valores semelhantes foram
obtidos por Cardoso et al., (2007), em diferentes
temperaturas, que registraram 18,2 dias (22 °C),
15,0 dias (27 °C) e 12,2 dias (32 °C). No entanto os
resultados sdo diferentes dos obtidos por Brar et al.,
(1996), que encontraram valores menores para a
fase de pupa (4,5 a 4,8 dias) a 32 °C.

A duracdo do ciclo de vida médio de G.
mellonella para os individuos alimentados com cera
virgem (100% Bt), cera virgem (50% Bt + 50%
conv.) e cera virgem (100% conv.) revelou-se
estatisticamente igual quando comparados (Tabela
2). Os individuos tiveram seu ciclo de vida
estendido, principalmente pela ampliacdo da
duracgdo da fase larval, incluindo nesta o periodo de
pré-pupa. A isso corrobora o fato de que nas fases
de pupa e adulto, o alimento ndo influenciou a sua
durag@o.

Para os individuos que foram alimentados
com favo de A. mellifera (100% Bt), registrou-se um
ciclo de vida médio de 72,67 dias, valor este
significativamente menor em relagdo ao constatado
nos individuos cuja dieta era composta de cera
virgem e 100% de pdélen Bt. No entanto, este valor
demonstrou-se estatisticamente igual aos observados
no tratamento com 100% de pdlen comercial e no
fracionado com 20% de pélen Bt (Tabela 2).

A largura e o comprimento das pupas foram
influenciados pelo tipo de alimento. As larvas que
foram alimentadas com cera virgem e pdlen de
milho, em qualquer teor ou gendtipo, originaram
pupas significativamente menos largas e compridas,
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em pupas provindas de larvas alimentadas com
pélen comercial, mesmo na presenga de 20% de Bt,
nao ocorreu diferenca estatistica (Tabela 3).

em comparagdo com as que receberam, em sua
dieta, pdélen Bt e favo de A. mellifera (Tabela 3).
Nestas dltimas, quando a comparagdo foi realizada
com os valores médios das mensuragdes realizadas

Tabela 3. Peso médio (+ desvio padrio), em gramas, largura e comprimento médio (+ desvio padrdo), em cm,

de pupas de G. mellonella provindas de lagartas alimentadas com pdélen de milho convencional
(conv.), transgénico (Bt), comercial (com) em diferentes proporgdes.

Tratamento Peso Largura Comprimento
100% Bt 0,1266 £ 0,07 a 0,36 £0,03 b 1,21 +£0,12b
50% Bt + 50% conv. 0,1514 £ 0,08 a 0,36 £0,05b 1,24+£0,11b
80% com. + 20% Bt 0,1548 £ 0,04 a 0,41 +£0,03 a 1,44+0,18a
100% conv. 0,1327 £0,06 a 0,36 £0,03 b 1,27 +0,10b
100% com. 0,1303 £0,03 a 0,39 + 0,06 ab 1,32 +0,13 ab
100% Bt + favo 0,1662 + 0,05 a 0,42+0,07a 143+0,15a

(DMédias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (peso) e Student-Newman-Keys

(comprimento e largura) (P<0,05).

Estas observagdes reforcam a idéia de que o
pdlen Bt, na presenca da matéria orgénica do favo,
ndo propicia um efeito negativo significativo no
desenvolvimento das pupas de G. mellonella nem no
ciclo de vida, em relacdo aos demais alimentos
testados. A isso soma-se a observacdo de que as
pupas provindas de lagartas alimentadas com favo
de A. mellifera adicionado com pélen Bt,
apresentam peso superior, embora neste parametro

Mortalidade (%)
&

ndo tenha sido registrada diferenca estatistica em
nenhuma comparagao.

A mortalidade larval foi significativamente
superior no tratamento cujas lagartas foram
alimentadas com cera virgem (100% Bt), tendo
atingido um percentual de 63%. Este valor ndo se
demonstrou diferente pelo teste de Qui-quadrado,
quando comparado com o observado em lagartas
onde a dieta foi a base de cera virgem (50% Bt +
50% conv.) (Figura 1).

b bc
¢ bc

100% BT 50% BT+  80% Com +
50% Conv. 20% BT

100% Conv.

100% Com  100% BT +
Favo

Tratanentos

Valores seguidos de mesma letra, entre barras, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Qui-quadrado (P<0,05).
Figura 1. Mortalidade larval percentual de G. mellonella alimentadas com pdlen de milho convencional
(conv.), transgénico (Bt), comercial (Com) em diferentes propor¢des
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O pdlen do milho transgénico ou
convencional, retardou o desenvolvimento larval,
em relacdo aos demais alimentos avaliados. No
alimento composto por cera virgem (100% conv.), a
mortalidade n3o foi tdo expressiva quando
comparada com a dos alimentos cuja dieta continha
cera virgem e p6len Bt (100% Bt + 50% Bt) (Figura
1).

No alimento composto por favo de A.
mellifera (100% Bt) foi registrado uma mortalidade
larval de 27%, valor esse igual estatisticamente ao
dos outros tratamentos, exceto o que era composto
por cera virgem (100% Bt) (Figura 1). Isso
demonstra que a presenca da matéria orginica
(extivias, meconio e mesmo o pdlen de outras
plantas) quando associada ao pdlen Bt, como fonte
de alimento das larvas, ndo ocasionou um efeito tdao
téxico quanto ao observado no tratamento composto
por cera virgem (100% Bt). Desta forma, pode-se
especular que nas colonias de A. mellifera, onde
naturalmente essa matéria orginica ocorre, essa
toxidade também seja atenuada.

Dentro desta discussdo, Hanley et al. (2003)
estudaram a mortalidade de larvas de G. mellonela
expostas ao pdlen provindo de dois eventos de
milho transgé€nico, um que expressa a proteina
CrylAb, presente neste experimento, € outro a
proteina Crylf. Estes autores concluiram que a
mortalidade das larvas submetidas a alimentacao
com pélen que expressava a proteina CrylAb ndo
diferiu da mortalidade observada no tratamento
cujas larvas foram expostas ao pdlen convencional,
discordando dos resultados deste trabalho. Ja as que
receberam pdlen com a presenga da proteina Crylf,
a mortalidade foi total. Nesta abordagem
experimental, os autores ndo levaram em
consideracdo a presenca da cera ou mesmo da
matéria orginica, que naturalmente ocorrem
associados a dieta de G. mellonella, quando em
ambiente natural.

Para explicarem a diferenca na mortalidade
das larvas alimentadas com pdlen de milho
transgénico, que possuem proteinas distintas, esses
autores relatam que a expressdo de Crylf é em torno
de 31-33 ng/mg de pdlen. J4 no milho que expressa
a proteina CrylAb, o teor da mesma € menor, em
torno de 1,1-1,7 ng/mg de pdlen. Desta forma a
mortalidade superior em Crylf teria sentido.
Também levantam a hipdtese de que G. mellonella
pode ser mais sensivel a Crylf do que CrylAb.
Ainda ndo se tem resposta se a proteina Crylf
associada a matéria orginica dos favos teria sua
propriedade inseticida atenuada, como observado
neste experimento com a proteina CrylAb em G.
mellonella.
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Ainda, sobre a sensibilidade de G.
mellonella a proteina Cry, Sauka e Benintende,
(2008)  relatam que este lepidoptero €
conhecidamente suscetivel a Cry9Aa. Dado esse
fato, torna-se altamente conveniente avaliar a
influéncia do pdlen de plantas transgénicas que
expressam essa proteina especifica sobre G.
mellonella. Uma vez que a viabilidade deste evento
transgénico foi estudada em plantas de tabaco,
batata, couve-flor € em nabo silvestre, tendo sido
obtido promissores resultados na atividade
inseticida contra pragas, fruto da expressdo de
Cry9Aa nos tecidos vegetais (KUVSHINOV et al.,
2001), tornando-as, portanto, com potencial para
liberagdo comercial e posterior plantio em larga
escala.

Dentro  dessa  discussio  sobre a
suscetibilidade de G. mellonella a essas proteinas
entomopatogénicas, soma-se a informacdo de que
existem algumas combinacdes de proteinas Cry que
mostram uma toxicidade sinergética em relacdo aos
lepidopteros (LEE et al., 1996). Estes autores
observaram em bioensaios que houve sinergismo
entre as proteinas CrylAa e CrylAc, enquanto que a
mistura de CrylAa e Cryl Ab mostrou antagonismo
em relacdo ao controle de Lymantria dispar
(Linnaeus, 1759). Desta forma, pode-se especular se
a mistura de diferentes tipos de proteinas Cry possa
ocorrer no interior das coldnias de abelhas, face a
coleta de pdlen pelas operdrias nas diferentes
plantas transgénicas com essa caracteristica, e se
isso poderia proporcionar alguma conseqiiéncia em
G. mellonella.

Nesse debate sobre a toxidade de produtos
transgénicos a entomofauna, Siqueira et al., (2004)
relatam que vdrios casos de efeitos negativos de
plantas geneticamente modificadas a insetos
resultaram de estudos em laboratério que, muitas
vezes, ndo podem ser extrapolados para condigdes
de campo. Nesse sentido, cabe refletir se toxidades
observadas em laboratdrio sobre G. mellonella, ou
mesmo as apontadas teoricamente, podem também
ser conferidas em condi¢des de campo. Para isso,
investigar em ambiente natural os niveis de
exposicdo a toxina, bem como as condicdes destas
estarem ativas quando em contato com o inseto, é
algo proficuo na elucidacdo desta questdo. Avaliar
ainda os possiveis efeitos ecoldgicos, resultantes
deste tipo de intera¢do, segundo Siqueira et al.,
(2004), também € algo que se deve considerar neste
tipo de estudo.

Sobre essa conjectura, estimativas da coleta
de pélen de milho pelas abelhas, pode, teoricamente,
fornecer informacdes sobre a exposicdo das larvas
de G. mellonella as proteinas Cry, expressas no
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milho Bt. Sobre isso Sabugosa-Madeira (2008)
avaliou os fluxos polinicos de A. mellifera, e relatou
que no verdo, no Norte de Portugal, em zonas de
cultivo de Zea mays (milho), este contribuiu em
cerca de 17% da dieta das abelhas. J4 Louveaux e
Albisetti (1963) demonstraram que na auséncia de
outras fontes de pdlen, o milho supriu cerca de 90%
da demanda de pdlen das colméias avaliadas numa
regido da Franca. Deste modo, esses fatos podem ser
considerados indicios de que a exposicao das larvas
de G. mellonela ao pdlen Bt possa ocorrer, diante da
comprovada coleta desse material por A. mellifera.

No entanto, cabe investigar se esse fluxo
polinico realizado por A. mellifera em milho, ou em
outra cultura transgénica, ocorra também de forma
significativa em ambientes tropicais, como no
Brasil, onde a fonte de pdlen é maior, devido a uma
maior diversidade de plantas. Em algoddo, por
exemplo, Junior e Malerbo-Souza(2004) concluiram
que A. mellifera foi, em Ribeirdo-Preto, o inseto
mais freqiiente nas flores do algodoeiro, fornecendo
indicios, desta forma, de que a coleta de pélen por
esse himendptera € significativa nessa cultura. Logo,
faz se pertinente considerar o pélen do algoddo Bt,
nas investigagdes sobre o assunto aqui discutido,
bem como de todas as outras culturas que expressam
essa caracteristica com diferentes proteinas Cry e
que sdo visitadas por abelhas.

Ainda, conforme recomendac¢do de Hanley
et al. (2003), a acdo entomopatogénica por eles
constatada sobre G. mellonella do pdlen Bt que
contém a proteina Crylf, deve ser comprovada em
ensaios de campo, como anteriormente assinalado.
Essa abordagem torna-se importante, ji que ao
coletar o poélen, as abelhas adicionam saliva no
mesmo, e desta forma veiculam enzimas neste
material polinico (SABUGOSA-MADEIRA, 2008).
Desconhece-se a ac@o destas enzimas sobre as
diferentes proteinas Cry contidas no pdlen das
plantas transgénicas. Soma-se a isso os fatores
ambientais que podem atuar na proteina
entomopatogénica presente no pdlen, como por
exemplo, a luz ultravioleta, que segundo Navon
(2008), promove wuma rdpida degradacdo de
proteinas Cry.

Logo, considerando as possibilidades do
pélen Bt ser coletado de forma significativa pelas
abelhas, e a proteina Cry ndo ser degradada pelos
efeitos ambientais ou sofrer alguma modificagdao na
propriedade inseticida, proporcionada pelas enzimas
salivares das abelhas, e desta forma entrar em
contato com as larvas de G. mellonella nas
colméias, mesmo assim, a probabilidade da geracdo
de descendentes ainda é muito grande, face a
diversidade alimentar que existe dentro da coldnia,
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como a presenga de exuvias, pdlen de outras plantas
etc. Mesmo em condigdes de quantidade
significativa de pélen Bt, o ciclo bioldgico de G.
mellonella pode ser completado, como observado
neste trabalho com a proteina CrylAb. Essa
observacdo sugere que a pressdo de selecdo de
descendentes que poderiam tornar-se resistentes a
esta proteina, pode ocorrer. Resisténcia essa, ja
relatada em Lepidoptera, na cultura do algodao
transgénico que expressa a proteina CrylAc
(BAGLA, 2010).

Os presumiveis efeitos ecoldgicos de uma
possivel agdo toéxica do pdlen Bt sobre G.
mellonella, como por exemplo a deficiente
reciclagem da cera velha e conseqiiente aumento da
prevaléncia de agentes patogé€nicos as abelhas nas
colonias, tem sido relatado por pesquisadores como
Sabugosa-Madeira et al. (2007); Sabugosa-Madeira
e Abreu (2009); Trevisan et al. (2012) embora sem
comprovacdo efetiva, bem como, a afirmacgdo feita
por Hanley et al. (2003) de que o pdlen de milho
transgénico, que expressa a proteina Crylf, possa
ser utilizado como inseticida a G. mellonella. No
entanto, para uma avaliacio real dessas
ponderacdes, sdo necessarios estudos de campo,
levando em consideragdo as diferentes proteinas
transgénicas, o que ndo foi realizado até o momento.

CONCLUSOES

O pdlen do milho transgénico que expressa
a proteina CrylAb, ocasiona mortalidade larval
significativa em larvas de Galleria mellonella
quando ofertado com cera virgem. No entanto
quando oferecido junto com favo de Apis mellifera a
mortalidade ndo € significativa.

O pdlen do milho associado a cera virgem,
em qualquer genétipo, como alimento retarda o
desenvolvimento larval de Galleria mellonella e
origina pupas menos largas e compridas, em relacio
a uma mistura de pdlens variados com a mesma
cera.

O favo de Apis mellifera adicionado ao
pélen Bt, € substrato alimentar a Galleria mellonella
que origina pupas igualmente largas e compridas
aos individuos que se alimentaram com cera virgem
e polen de diversas plantas.

O ciclo de vida de Galleria mellonella é
prolongado quando em sua fase larval os individuos
se alimentam de uma dieta a base de cera virgem e
p6len de milho, em qualquer genétipo.
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ABSTRACT: This study aims to evaluate the effects of transgenic corn pollen, which expresses the CrylAb
protein entomopathogenic on biological aspects the wax moth (Galleria mellonella) and thus propose a discussion on the
possibilities for this condition pyralid the field, discussing possible ecological effects. For this we performed a bioassay,
where it was offered to the larvae conventional and commercial Bt pollen, The duration of the larval stage of G. mellonella
was affected by the supply of Mays pollen, conventional or transgenic, provided the biggest records. Mortality was higher
in individuals fed with transgenic pollen and bee wax, but did not differ from other foods, when they were fed with
transgenic pollen and honeycomb of Apis mellifera. The width and the length of larvae originated from larvae fed with
beeswax added to conventional or transgenic pollen were lower than other treatments. The Mays pollen, conventional or
transgenic alone is a less suitable food for the development of G. mellonella, in relation to a diet consisting of pollen from
various plants.

KEYWORDS: Wax moth. Bt maize. Zea mays.
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