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Nada se assemelha a alma como a abelha.
Esta voa de flor para flor, aquela de estrela
para estrela. A abelha traz o mel, como a

alma traz a luz.

(Victor Hugo, 1802-1885.
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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacado € composta por capitulos.

O capitulo 1 apresenta uma introducéo geral que inclui a importancia econémica
das abelhas e da apicultura, a situacdo da apicultura no Brasil e no Estado do Parana,
a justificativa e os objetivos desta dissertacao.

O capitulo 2 traz a revisao de literatura sobre os principais itens do estudo e versa
sobres as abelhas africanizadas no Brasil, sobre os Microsporidios e sobre a perda de
colénias de abelhas Apis mellifera.

O capitulo 3 apresenta um artigo em estagio de publicacdo em periddico
cientifico.

No capitulo 4 constam conclusbes gerais e consideracdes finais deste trabalho e
com sugestdes para aplicacdo para estudos futuros.

As referéncias de todos os capitulos se encontram em lista Gnica ao final da

dissertacao.



RESUMO GERAL

As abelhas Apis mellifera sdo importantes animais domésticos da cadeia produtiva de
alimentos, de produtos terapéuticos e fundamentais no processo de polinizacdo de
angiospermas, sendo responsaveis, direta ou indiretamente, pela producdo de dois
tercos dos alimentos que consumimos. Apos o episodio da CCD (colony collapse
disorder) em 2006, o mundo tem sido alertado sobre o risco da diminuicdo ou mesmo o
desaparecimento de insetos polinizadores. Estudos e monitoramentos implantados por
varios paises demonstram que a perda de colénias durante o outono e inverno tem sido
a principal causa relacionada a diminuicdo de abelhas meliferas que ocorrem em
regides de clima temperado. A participacdo de patdgenos como o0 parasita Varroa
destructor, microsporidios, virus, fatores nutricionais, manejo de colmeias e o uso de
agrotoxicos sdo apontados como fatores envolvidos no complexo sistema perda de
colénias. A nosemose, causada por Nosema apis e, mais recentemente, por Nosema
ceranae, é reconhecida como doenca de abelhas Apis mellifera da linhagem europeia
(European honeybee - EHB). No Brasil, a apicultura esta fundamentada em abelhas
africanizadas (africanized honeybee - AHB) e estudos recentes tém demonstrado a
presenca do agente Nosema ceranae nessas abelhas. Dada a caréncia de dados
relacionando esse agente com a perda de colénias que ocorre na Regido Sul do pais
durante o outono e inverno, o objetivo deste estudo foi verificar o papel da Nosema
spp. ha perda de colonias de abelhas durante o outono-inverno em condi¢cdes de
campo da Regido Metropolitana de Curitiba. Para comprovar a hipotese do
envolvimento desse agente, foi delineado um estudo longitudinal prospectivo
envolvendo 116 coldnias de 07 apiarios comerciais divididos em trés grupos, conforme
a forma de suplementacdo alimentar fornecida: sem suplementagédo, suplemento
pastoso e suplemento liquido. Em um apiario as abelhas foram coletadas mensalmente
durante um ano para determinar a distribuicdo anual da infeccdo. Os demais apiarios
foram analisados nos meses de maio a agosto de 2014 para verificar a infeccdo por
Nosema e as perdas de colbnias durante o periodo. Outras variaveis como a infestacéo
por Varroa, 0 niumero de operarias que carregavam polen e a producdo de mel das
colmeias também foram avaliados. As analises demonstraram a presenca do agente

Nosema em todos 0s apiarios e na maioria das colénias do estudo, sem sazonalidade.



Entretanto, apiarios suplementados com alimentacdo liquida apresentaram maior
namero de esporos, mas sem interferir na perda de coldénias durante o periodo e no
subsequente estoque de mel nas colmeias do apiario. Durante o periodo analisado, a
infestacd@o por Varroa em operarias forrageiras diminuiu enquanto o transporte de polen
aumentou em todos os apiarios avaliados. A caracterizagdo genotipica por PCR
multiplex demonstrou o envolvimento da espécie Nosema ceranae em todas as
infeccbes e, em alguns casos (8,6%), também da Nosema apis. Analises
histopatolégicas comprovaram a infeccdo de Orgaos intestinais de abelhas operarias.
Conclui-se que o nivel de infec¢do nao teve influéncia direta na perda de colbnias que
ocorre durante o outono e inverno e nao alterou o subsequente estoque de mel das
colmeias. O numero de individuos infectados foi a causa das variagcbes no niumero de
esporos de Nosema spp. na colbnia. Apesar da convivéncia entre o hospedeiro e o
parasito, a elevada diferenca observada no nimero de esporos entre 0s grupos de
diferentes suplementos fornecidos alerta para a sensibilidade dessa interacéo, podendo

a pratica de manejo alimentar interferir na transmisséo horizontal intracol6nia.

Palavras-chave: Apis mellifera. Suplemento alimentar. Perda de colénias. PCR

multiplex.

ABSTRACT

The honeybees Apis mellifera are important domestic animals in the food chain,
therapeutic production and fundamental in angiosperm pollination process. Being
directly or indirectly responsible, for the production of two-thirds of the food we eat. After
the episode of the CCD (colony collapse disorder) in 2006, the world has been warned
of the risk of reduction or even the disappearance of pollinating insects. Studies and
monitoring programs deployed by various countries show that the colony losses during
the fall and winter has been the main cause related to the decrease of honeybees that
occur in temperate regions. The participation of pathogens such as the Varroa
destructor parasite, microsporidia, viruses, nutritional factors, management of hives
and the use of pesticides are mentioned as factors involved in the complex system of
honeybee colony losses. The Nosemosis caused by Nosema apis and more recently by

Nosema ceranae, is recognized as a disease of European honeybees Apis mellifera
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(European honeybee - EHB). In Brazil, beekeeping is based on Africanized bees
(Africanized honeybee - AHB) and recent studies have shown the presence of Nosema
ceranae spores in these bees. Given the lack of data relating this agent with the loss of
colonies occurring in southern Brazil during the fall and winter, the objective of this
study was to investigate the role of Nosema spp. to the loss of honeybee colonies
during the autumn-winter under field conditions in the metropolitan region of Curitiba in
Parana State. To prove the hypothesis of the involvement of this agent, a prospective
longitudinal study was designed, envolving 116 colonies of 07 commercial apiaries
divided into three groups according to the form of food supplementation provided:
without supplementation, paste supplement and liquid supplement. In an apiary bees
were collected monthly for a year to determine the annual distribution of infection. The
other apiaries were analyzed in the months from May to August 2014 to verify the
Nosema infection and the loss of colonies during the period. Other variables such as the
Varroa infestation, the number of worker bees carrying pollen and honey production
were also evaluated. The analyzes showed the presence of Nosema in all apiaries and
most of the colonies of the study, without seasonal difference. However, apiaries
supplemented with liquid feed showed a higher number of spores without interfering
with the colony losses during the period and the subsequent honey stock in the hives.
During the reporting period, the Varroa infestation in forage bee workers declined while
the pollen transport increased in all evaluated apiaries. The genotypic characterization
by multiplex PCR has demonstrated the involvement of Nosema Nosema species in all
infections and, in some cases of Nosema apis were detected (8.6%). Histopathological
analysis confirmed the infection of intestinal honeybees organs. It is concluded that the
level of infection evaluated had no direct influence on the colony losses that occurred
during the fall and winter and did not affect the subsequent honey stocked in the hives.
The number of infected bees has been the cause of the difference in the number of
Nosema spp spores in the colony. Despite the coexistence between the host and the
parasite, the high difference observed in the number of spores between groups of
different supplements provided an alert to the sensitivity of this interaction, and the food

management practice can interfere with the horizontal transmission in the hive.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO GERAL

A abelha social, Apis mellifera Linnaueus,1758 (Hymenoptera: Apidae) e o0 seu
principal produto, o mel, acompanham a relacdo entre 0 homem e os animais desde a
pré-historia. Ha registros histéricos em figuras rupestres que ilustram a extracdo do mel
e a manipulagéo de abelhas pelos nossos ancestrais. A gradual substituicdo da forma
extrativista por colmeias e praticas para hdo matar os enxames e, por fim, aumentar a
producdo de mel, constituiu a apicultura. A palavra colmeia vem do grego colmo, uma
espécie de balaio feito de palha em forma de sino, onde recolhiam os enxames (Wiese,
1984, Crane, 1975).

A interacdo entre as abelhas e os vegetais ganhou tal importancia que, em
alguns locais na Europa, durante a ldade Média, as arvores foram consideradas
propriedade do governo, e proibidas de serem derrubadas por servirem de abrigo as
abelhas. Enxames eram devidamente registrados e fruto de herancas, e atribuido pena
de morte ao roubo de abelhas (Crane, 1975).

A atividade econdmica ligada aos produtos da apicultura movimenta mercados
mundiais, com destaque para o mel, cujos dados estimados ultrapassam um milhdo de
toneladas produzidas anualmente. A China, seguida pela Argentina, lidera o ranking
como maiores produtores e exportadores (FAO, 2014). Nos ultimos anos, o Brasil tem
aparecido no cenéario mundial de producdo e comercializagdo de mel, ocupando uma
posicdo entre os dez maiores produtores e exportadores de mel, com producéo anual
em torno de 40 mil toneladas (IBGE, 2013).

Outro produto da apicultura cuja importancia vem crescendo no Brasil e
acrescentando receita as exportacoes € a propolis que, apesar de nédo haver dados
econdmicos deste produto da apicultura, é reconhecido e valorizado em varias partes
do mundo pela sua qualidade e composicdo diversificada, fazendo o pais ser o
principal agente econémico em relacéo ao produto (SEBRAE, 2014).

As abelhas, juntamente com outros polinizadores, sdo fundamentais para o

servico de polinizacdo de vegetais angiospermas, ao carregarem o0 pélen para o



estigma das flores envolvidas na fecundacdo. Portanto, participam diretamente na
manutencdo da diversidade da flora ambiental e na producdo de alimentos,
aumentando a produtividade e a qualidade de frutos e graos da agricultura. Estima-se
gue 90% dos cultivos realizados nos EUA dependem de alguma forma dos insetos para
a sua polinizacéo (Martin EC, 1975). No Brasil, o reconhecimento e a exploragéo dessa
atividade ainda é pequena, restringindo-se a aplicacdo em alguns cultivos de frutiferas,
como a maca no sul, e nas culturas de cucurbitaceas, especialmente o meldo no
nordeste brasileiro (Almeida et al., 2003) e, eventualmente, em frutiferas como nos
laranjais e abacateiros de Sao Paulo.

O estado do Parana ocupa o segundo lugar na producédo nacional de mel, com
registro anual de aproximadamente cinco mil toneladas, sem grandes modificacdes nos
altimos anos (IBGE, 2013).

O modelo antrépico de ocupacao inicial do territério paranaense, caracterizado
pela ocupacdo da floresta subtropical com a introducdo da cultura do café na regido
Noroeste e no Norte Pioneiro, e das culturas anuais de milho, soja e trigo, entre outras,
no Oeste e Sudoeste — culturas diversificadas mas produzidas de forma pouco
intensiva — propiciou um ambiente favoravel para as abelhas. Contudo, a implantacao
de um modelo agricola intensivo, com o uso de maquinas e insumos em grande escala,
interferiu no habitat das abelhas, fazendo com que a atividade da apicultura se
desenvolvesse mais intensamente em locais de menor interferéncia antrépica, regidées
que hoje sdo considerados como pélos de producdo de mel no estado do Parana
(Kriiger 2003). A regido central paranaense é a maior produtora de mel, e 0 municipio
de Ortigueira, juntamente com Unido da Vitoria, sdo 0s municipios que se destacam
como 0s maiores produtores. Outras regides como a sul e a regido metropolitana de
Curitiba também merecem destaque, especialmente pela estabilidade da producéo, o
gue demonstra que a cadeia apicola regional esta implantada e estruturada nesta area
(IBGE, 2013).

A perda de coldnias de abelhas é considerada o maior problema da apicultura
mundial na atualidade. Esta apresenta duas caracteristicas distintas, sendo uma delas
conhecida como perda de colbnias durante os meses de inverno e, a outra, que
ocorreu nos Estados Unidos e em alguns paises do hemisfério norte a partir de 2006, &
conhecida como CCD, do inglés colony collapse disorder ou sindrome do
desaparecimento de colbnias. Esta tem caracteristicas proprias e diferentes de outras

perdas, por haver abandono da col6nia pelas abelhas, deixando para tras determinada
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reserva de mel e pdlen e muitas vezes, alguns individuos ou castas como a rainha e
algumas operarias e a rejeicdo ao saque das reservas na colmeia abandonada (Ellis,
2007; USDA, 2014).

Apés o aparecimento da CCD, e a preocupacdo com a diminuicdo da
populacdo ou mesmo o risco do desaparecimento das abelhas, vérios paises
implantaram monitoramentos e registros dessas perdas, além de mobilizar governos,
instituicdes e cientistas internacionais a desenvolverem estudos e pesquisas sobre as
causas e impactos na producao de alimentos.

Entre as causas atribuidas a CCD e a perda de colbénias de abelhas durante o
inverno, os resultados de estudos recentes convergem para uma causa multifatorial
envolvendo patdgenos, parasitos, deficiéncia e falta de diversidade alimentar, manejo e
uso de produtos quimicos utilizados na colmeia e na agricultura (vanEngelsdorp at al.,
2009; Pettis et al.,, 2013). Dentre os patdgenos, a Varroa destructor (Anderson e
Trueman, 2000), e a Nosema ceranae n. sp. (Microspora, Nosematidae) (Fries et
al.,1996) sdo citados como os principais agentes envolvidos na CCD (Higes et al.,
2006; Cox-Foster et al., 2007; Parvanov et al., 2014).

Ha dois anos ndo se tem mais registros de CCD nos EUA, apesar das elevadas
perdas de colénias que também ocorrem fora do periodo de outono e inverno e que
poderiam estar incluidas nesta caracteristica. No Brasil, ainda ndo ha notificacdes
sobre a ocorréncia dessa sindrome, mas da mesma forma algumas noticias e relatos
de ocorréncias similares sao eventualmente comentados.

No Brasil, existem poucas pesquisas sobre as perdas de colonias de abelhas,
alguns trabalhos recentes que envolveram o tema, realizados na regido Sul que
incluiram informacdes sobre perda de colénias durante o periodo de outono e inverno
apresentaram indices préoximos aos registros internacionais, que estdo na ordem de
20% a 30% ao ano (Nunes, 2011; Pegoraro et al., 2013).

A presenca do parasita Varroa nos apiarios brasileiros € reconhecida ha mais de
trés décadas e varios estudos vém sendo realizados envolvendo o agente. Mais
recentemente, também a presenca da Nosema ceranae vem sendo pesquisada e
registrada em varios locais. A importancia da qualidade do pélen em relacéo a infeccéo
por N. ceranae foi pesquisada por Lodesani et al. (2012), e constataram menor nivel de
esporos em coldnias abastecidas com pdolen de melhor qualidade, e reduzindo a perda

de col6nias no inverno subsequente.



A hipotese do presente estudo é de que o patdgeno Nosema spp. participa na
causa da perda de colbnias que ocorre durante o periodo de outono/inverno em
apiarios localizados na regido metropolitana de Curitiba.

O objetivo geral deste trabalho foi de diagnosticar a presenca e a infeccao por
Nosema spp. em apiarios colonizados com abelhas africanizadas localizadas em clima
tipicamente temperado. Os objetivos especificos foram de: a) determinar a distribuicao
mensal da infeccdo por Nosema em apiario utilizando-se do numero de esporos por
abelha na colmeia; b) determinar a espécie do agente envolvido via genotipagem por
PCR multiplex; c) relacionar a infeccdo com a perda de col6nias durante o periodo de
outono/inverno (meses de maio a agosto) em apiarios cujas colmeias estavam
submetidas a diferentes manejos de suplementacao alimentar, pratica recomendada e
utilizada para amenizar o risco de perdas.

O estudo é observacional e o método utilizado pode ser definido como estudo de
coorte na classificacdo de pesquisa epidemiologica (Coeli e Faerstein, 2009),
ressalvada a questdo da amostra utilizada, impossibilitada de ser delineada por néo
haver registro de dados sobre a populacdo de colmeias e apiarios na regiao.

O estudo observacional se justifica dado a extensa lista de pesquisas
relacionando a infeccdo por N. ceranae a problemas com a saude das abelhas, porém
muitas delas desenvolvidas em laboratério e com abelha europeia. O simples
diagndstico laboratorial da presenca de esporos de Nosema spp. ha colmeia pode levar
a interpretacbes e intervencdes nao apropriadas ou mesmo desnecessarias. Em
condicdes de campo e em abelhas africanizadas utilizadas nas criagdes locais, as
respostas as intervencdes pode ser bem diversa, dados o0s mecanismos de
compensacdao, tolerancia e resisténcia de uma colbnia, que é considerada a entidade
epidemiolégica das abelhas.

Outras variaveis complementares passiveis de analise, como a infestagao pelo
parasito Varroa e a chegada de pédlen carregado pelas operarias forrageiras, foram
consideradas no presente estudo. Para essas variaveis adicionais, os métodos
empregados para obtencédo dos resultados foram adaptados para as condi¢cdes do
experimento.

O manuscrito da dissertacdo esta dividido em quatro capitulos: o primeiro,
tratado como introducgao, traz um relato da situacédo da apicultura local e os principais
problemas que afetam a sanidade e a sobrevivéncia das colbnias de abelhas. O

segundo capitulo é uma revisao de literatura dividida em itens relacionados aos temas
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em estudo da pesquisa. O terceiro capitulo trata especificamente do trabalho de
pesquisa desenvolvido. O quarto capitulo apresenta uma conclusao geral.

CAPITULO I

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INTRODUCAO

A importancia das abelhas na producdo de alimentos vai muito além dos
produtos extraidos da colmeia, ao participarem no processo de polinizacao de vegetais
angiospermas. Estima-se que 90% dos cultivos realizados nos EUA dependem de
alguma forma dos insetos para a sua polinizacdo e da mesma forma participam na
ecologia da diversidade ambiental (Martin EC, 1975).

A sindrome do desaparecimento de colénias (colony collapse disorder) relatada
nos EUA ap6s o ano de 2006, e a perda de colbnias durante o inverno sédo os principais
temas que acometem a apicultura e pdem em risco a sobrevivéncia das abelhas no
mundo. As suas provaveis causas, tais como parasitos, patdgenos, pesticidas,
deficiéncia nutricional e estresse de manejo, sdo destaque em paises do hemisfério
norte, onde o tema vem sendo tratado como alerta de estado (CAPABEE, 2014;
vanEngelsdorp et al., 2014; Pohorecka et al., 2014; Nazzi et al., 2014).

Desde 1956 o cruzamento da abelha africana Apis mellifera scutellata com as
abelhas europeias locais deu origem as abelhas africanizadas (africanized honeybee -
AHB) gue atualmente ocupam todo o territorio brasileiro, exceto a llha de Fernando de
Noronha (Kerr, 1994; Gongalves, 2006).

No Brasil tem-se comprovada a presenca de alguns parasitos de Apis como a
Varroa destructor (Carneiro et at., 2007), e de patdbgenos como a Nosema ceranae
(Klee et al., 2007; Texeira et al., 2013). A N. ceranae é citada como causa direta da
perda de colénias de abelhas na Espanha (Higes et al., 2006; Higes et al., 2008), e
também relacionada entre as varias causas de perda de colbénias no Canada
(CAPABEE, 2014) e Bulgaria (Parvanov et al.,, 2014). Entretanto, alguns estudos
envolvendo a infestacdo pelo parasita Varroa destructor e a abelha africanizada tém
demonstrado maior tolerancia desta linhagem de abelhas em relagédo ao parasitismo

quando comparados com abelhas europeias (European honeybee - EHB) (Guerra et
5



al.,, 2000; Medina-Flores et al., 1999). Maior tolerancia, que para a Varroa, foi
relacionada a fatores como melhor comportamento higiénico ao removerem mais pupas
infestadas (Guerra et al., 2000), ou a menores habilidades reprodutivas ao parasitarem
abelhas africanizadas (Medina-Flores et al., 1999).

Esta relagdo e a possivel tolerancia ainda ndo foi estudada na infec¢éo por
Nosema spp. em abelhas africanizadas. No Uruguai Mendoza et al. (2014a)
encontraram menores infecgbes de N. ceranae em abelhas africanizadas do que em
abelhas de origem europeia. Contudo, o efeito da presenca do agente na colbnia e a
possivel relacdo com a perda de colbnias que ocorrem durante o periodo de

outono/inverno ainda carecem de investigagao.

2.2 CONSIDERACOES SOBRE PERDA DE COLONIAS

Desde 2006 a CCD e a perda de colonias durante o inverno centralizam as
discussbes e preocupacbes com a diminuicdo de abelhas no mundo.
Consequentemente, instituicdes foram envolvidas e a comunidade cientifica mobilizada
para buscarem solu¢cdes. Com o mundo interligado pelas comunicacdes, as noticias
chegam a todos e em todos os lugares rapidamente e geram interpretacdes diversas.
Passados dois anos sem registros de CCD, os esfor¢os se concentram para esclarecer
e diminuir as perdas de colénias durante o inverno. Alguns paises como EUA, Canada,
e Varios outros paises de clima frio do Hemisfério Norte criaram seus sistemas para o
monitoramento dessas perdas. Os EUA implantaram um sistema que avalia a perda
anualmente, incluindo dados de perdas dos meses de periodo frio — de 1° de outubro a
1° de abril — e os outros meses do ano, consideradas como perdas de verdo. As perdas
invernais nos EUA estéo entre 20% e 36%, sendo que perdas na ordem de 19% séao
consideradas aceitaveis e normais (vanEngelsdorp et al., 2014), apesar das oscilacbes
sofridas durante anos relatados pelo mesmo autor.

Os esforgos cientificos para determinacédo das causas das perdas de col6nias
convergem para uma relacdo de causas multifatoriais, envolvendo parasitos,
patogenos, residuos de agrotoxicos, aspectos nutricionais, de manejo e ambientais
(vanEngelsdorp, 2009, Pohorecka et al., 2014, Nazzi et al., 2014). E importante citar
que na revisdo de publicacdes e eventos apicolas a partir de 1980, esses mesmos
temas centravam a pauta de pesquisas e debates dos problemas da apicultura no

Brasil, no entanto, novos agentes e patdgenos vao sendo incluidos na lista.



Apesar de alguns relatos de perdas com caracteristicas de CCD, ainda néo
temos registro da ocorréncia dessa sindrome no Brasil. Por outro lado, a perda de
colénias durante o inverno € tema frequente e recorrente no meio apicola da regido sob
estudo, mas ndo ha até o momento um sistema de registro das perdas. Os dados
contidos nos estudos cientificos relacionam-se a casos focais e dirigidos
experimentalmente (Pegoraro et al., 2013; Nunes, 2011).

Durante a investigacdo epidemiologica da doenca cria putrida americana em
2007, envolvendo apiarios de uma consideravel area geografica na regido
metropolitana de Curitiba, foram detectadas perdas na ordem de 20% durante o
inverno, (Krager, dados nédo publicados). Em outro estudo experimental (Pegoraro et
al., 2013), verificou-se a perda de 38,8% de colonias durante o inverno de 2010. Esses
indices se aproximam aos numeros registrados nos EUA, que esta entre 30 a 35%
(vanEngelsdorp et al., 2014), e aos registros atuais do Canada, de 25% (CAPABEE,
2014). Na Europa, Chauzat et al. (2014) relatam indices que variam de 3,5% a 33,6%
entre 0s Varios paises analisados pelo programa de monitoramento implementado pela
Unido Europeia. Entretanto, o autor também cita que os niveis de perdas considerados
aceitaveis mudam conforme o pais e o ano.

Por outro lado, numa analise retrospectiva anual de registros, a perda de
colénias vem apresentando declinio, e a populacdo mundial de abelhas criadas,
apresenta um leve e gradual aumento nos ultimos anos (FAO, 2014). No Brasil ndo
existem dados sobre o numero de colénias e de apiarios existentes, mas desde a
Gltima década registra-se gradual aumento na producdo e exportacdo de mel (IBGE,
2013) e de prépolis (SEBRAE, 2014), indicando que as perdas de colbnias que
ocorrem e seus impactos séo repostos, seja pela intervencdo técnica de quem cuida
das abelhas ou por elas préprias.

A participacdo de patdgenos e sua acao isolada ou conjunta com outros
fatores na perda de colbnias tém sido demonstradas e comprovadas em estudos
cientificos (vanEngelsdorp, 2009; Nazzi et al., 2014; Pohorecka et al., 2014).

O parasita V. destructor, muitas vezes associado a viroses como o deformed
wing virus (DWV) e black queen cell virus (BQCV) vem sendo considerado o principal
agente envolvido na perda de colbnias em regifes de clima frio (Dainat et al., 2012;
Locke et al., 2014). A maioria dos paises que se destacam na apicultura tem adotado

medidas de controle via tratamento antiparasitario contra a Varroa.



Até o momento, ndo h& produtos registrados e liberados com indicacdo de
tratamento da varroatose em abelhas no Brasil, apesar de alguns apicultores e
organizacdes recomendarem ou adotarem produtos naturais como 0s acidos organicos
OU mesmo esséncias vegetais para o controle deste parasita. Estudos cientificos sao
necessarios para comprovar a necessidade dessas intervencdes, sua real eficacia ou
mesmo o0s efeitos que tais produtos podem acarretar no desenvolvimento da
resisténcia e na presenca de residuos nos produtos apicolas. As pesquisas realizadas
envolvendo Varroa com abelhas africanizadas sugerem a possivel convivéncia destas,
devido a maior tolerancia dessa subespécie ao parasito (Guerra et al., 2000; Muli et al.,
2014). Mesmo assim, as constantes mudancgas ambientais, a associacdo com outros
patdgenos, ou mesmo a possivel reintroducdo de novos tipos (haplotipos) do parasito,
podem alterar as condi¢cdes anteriores (Carneiro et al., 2007).

Dentre as viroses, além da DWV e BQCV, que tém epidemiologia associada a
presenca de Varroa, o israeli acute paralysis virus (IAPV) estd mais relacionado a CCD
(Cox-Foster et al., 2007, Hou et al., 2014). Outras viroses como 0 sacbrood virus
(SBV), o chronic bee paralysis virus (CBPV), e 0 acute bee paralysis virus (ABPV) sao
doencas em estudo e com comprovacao de presenca nas abelhas, inclusive no Brasil,
e parecem desempenhar um papel auxiliar de outras fatores, muitas vezes agravando o
efeito de outras doencas nas causas da morte ou perda de col6nias (Cox-Foster et al.,
2007; vanEngelsdorp et al., 2009).

A nosemose das abelhas, apresentada no item seguinte, causada pela N. apis e
N. ceranae, vem sendo apresentada como causa direta ou indireta com a perda de
colénias (Higes et al., 2006; Higes et al., 2008; Chen et al., 2009; Parvanov et al., 2014,
CAPABEE, 2014).

Outros agentes e fatores de risco associados a sobrevivéncia da abelha A.
mellifera, muitas vezes associados aos patdgenos, Sd0 0S compostos quimicos
utilizados na agropecuaria. Ha evidéncia de que algumas moléculas de inseticidas do
grupo quimico dos neonicotindides tém envolvimento mais acentuado na gradativa
perda e poderiam levar a CCD (Lu et al., 2014). Estudos divergem quanto ao efeito de
sub-doses dessas moléculas sobre a colmeia. A possibilidade desses produtos
causarem efeitos distintos daqueles descritos e estudados na sua prescri¢cdo (Sandrock
et. al.,, 2014) tornou-se motivo de suspensdo desse grupo quimico de inseticidas por
alguns paises europeus, e ainda a suspenséo parcial no Brasil (MAPA, 2012).



A intensificagdo da apicultura e suas praticas de manejo, como o transporte de
colmeias na apicultura migratoria e a falta de nutricdo suficiente ou diversificada
também devem ser considerados em qualquer investigacdo ou estudo que envolva
problemas sanitarios apicolas. O clima frio e chuvoso, e temperaturas abaixo de 13° C,
afeta negativamente o voo das abelhas (Gary NE, 1975), acdo essencial para o aporte
de alimentos, a remocao de residuos e principalmente para a higienizacdo, ao permitir
a excrecao longe da colmeia, evitando ou diminuindo a possivel recontaminacéo por

agentes como 0S esporos.

2.3 CONSIDERACOES SOBRE Nosema spp. (MICROSPORIDIA)

Por muito tempo os microsporidios foram classificados como protozoarios
parasitos do filo Apicomplexa (Hirt et al., 1999; Keeling et al., 2002). Porém, a partir de
pesquisas filogenéticas, o filo Microsporidia é hoje incluido no reino dos fungos (Adl et
al.,, 2005), mas a questdo ainda ndo esta totalmente resolvida e novos estudos
genéticos em curso deverdo permitir uma classificacdo taxondmica mais precisa.

Porém, sabe-se que sdo parasitos intracelulares obrigatérios de células
eucaribticas. A proximidade com as organelas e o metabolismo desenvolvido pelas
células parasitadas fez com que esses parasitos adquirissem habilidades para o seu
suprimento préprio.

Algumas espécies, como o0 Enterocytozoon bieneusi, que causa a
microsporidiose em humanos e 0 Encephalitozoon cuniculli, que parasita varios
mamiferos e o0 homem, tém seu tamanho celular e genoma bastante reduzido, realiza
importantes atalhos bioquimicos, codificando apenas duas enzimas para o0
metabolismo do carbono, indicando que todo o ATP necessario é desviado do seu
hospedeiro, além da ndo detecgdo de genes spliceossdmicos relacionados a remogao
de introns (Akiyoshi et al., 2009; Keeling et al., 2010).

Os microsporidios da familia Nosematidae, especialmente o género Nosema,
desenvolveram a habilidade de parasitar células de insetos, razdo pela qual também
tém sido testados para uso no controle bioldégico de insetos pragas, a exemplo da
Diatraea saccharalis e Cotesia flavipes da cana de acucar (Simdes, 2012).

Como exemplos de parasitos de insetos domeésticos de interesse econémico,
podemos citar a Nosema bombycis, que causa a doencga pebrina no bicho da seda
Bombyx mori (Ma et al.,, 2013) e que vem sendo detectada em outras espécies de
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abelhas como as mamangavas (Plischuk et al., 2009), e a nosemose de abelhas
meliferas causados pelas Nosema apis (Zander, 1909) e a Nosema ceranae.

A N. apis é conhecida por parasitar abelhas europeias Apis melifera. A infeccao
aguda apresenta sinais clinicos relacionados a disenteria geralmente demonstrada com
manchas de fezes marrons na entrada da colmeia. Outros sinais, como abelhas
rastejando na frente da colmeia sem poder voar sédo citados na infec¢cdo por Nosema,
mas podem confundir-se com outras enfermidades ou intoxicagcdes (Gochnauer et al.,
1975).

A N. ceranae, inicialmente identificada como parasito de abelhas asiaticas da
espécie Apis ceranae (Fries et al. 1996; Chen et al. 2009), foi descrita infectando
abelhas A. mellifera na Espanha (Higes et al., 2006).

A infeccdo por N. ceranae tem patologia parecida com a da N. apis. Esses
microrganismos invadem e parasitam as células do sistema digestério de abelhas
adultas com diferentes respostas e sinais para a colonia (Higes et al., 2008: Fries et al.,
2013) mas a nosemose causada por N.ceranae apresentam sinais clinicos distintos da
diarreia manifestada pela N.apis (Huang et al., 2007; Higes et al., 2008). A
manifestacdo da infeccdo tem diversas descricdes, geralmente associada a maior
mortalidade de abelhas (Paxton et al., 2007), e envolvidos na causa direta da CCD
(Higes et al., 2006; Parvanov et al., 2014) ou associada a outros fatores nas perdas de
colénias durante o inverno (Dainat et al.,, 2012). Ambas possuem a morfologia dos
esporos muito similares, sendo impossivel a diferenciacdo visual sob microscopio
optico. No entanto apresentam algumas diferencas na composi¢cdo genbémica, sendo
possivel diferencia-los por técnicas moleculares.

A forma contaminante é o esporo que, em contato com a célula alvo, no caso o
enterocito do ventriculo intestinal, germina expondo o tubo polar utilizado para a
introducao no interior da célula.

No interior da célula infectada, participam do metabolismo celular provendo
substancias para a multiplicagdo do parasito. Em infeccdo experimental, com 6 a 10
dias as células epiteliais estdo ocupadas com novos esporos (Gochnauer et al., 1975).

Apesar de estarem na lista das doencas de notificacdo obrigatéria (MAPA,
2013; OIE, 2013) ainda ndo se tem uma definicdo sobre o que é considerado como
doenca nosemose em um apiério ou numa colénia.

A presenca da N.ceranae em alguns paises da América do Sul foi confirmada

por alguns estudos no Brasil (Klee et al., 2007), no Uruguai (Invernizzi et al., 2009) e na
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Argentina (Medici et al., 2012). No Chile, Bravo et al. (2014) relataram a presenca de N.
ceranae em 100% das coldnias pesquisadas em 2011 e 2012, mas a N. apis néo foi
detectada.

Ainda no Brasil, Teixeira et al. (2013) extrairam DNA de N.ceranae de zangdes
preservados em alcool 70% desde 1978 e oriundos do Rio Grande do Sul, sugerindo
que este agente esta presente no Pais ha muito tempo.

No estado do Parana, durante o inverno de 2010 e 2011, foram realizadas
algumas coletas e analises laboratoriais em apiarios que apresentaram mortalidade de
abelhas, nos quais foram diagnosticadas a presenca do agente N. ceranae em varias

amostras, e de N. apis em uma amostra.

2.4 CONSIDERACOES SOBRE Varroa

A Varroa é um acaro ectoparasita visivel a olho nu, que se alimenta da hemolinfa
de pupas e da fase adulta de abelhas meliferas. Primeiramente descrita pelo holandés
Oudemans em 1904 com o nome de Varroa jacobsoni, tem como hospedeiras as
pupas de abelhas asiaticas Apis cerana na ilha de Java (Denmark, 1991). Em 1963 foi
descoberta parasitando abelhas Apis mellifera em Hong Kong e Filipinas (Delfinado,
1963). Na América do Sul foi detectada pela primeira vez no Paraguai em 1973
(Montiel, 1984), e no Brasil foi descrita pela primeira vez em 1975 por Alves et al.
(1975).

Em 2000, foi reclassificada como uma nova espécie e passou a denominar-se
Varroa destructor por Anderson e Trueman (2000), dentro da qual dois distintos
haplétipos, denominados J e K, foram identificados.

A infestacdo das pupas por Varroa causa reducao na concentracao de proteinas
e carboidratos corporais e a diminuicdo do peso das abelhas ao emergirem (Bowen-
Walker e Gunn, 2001). O ciclo de infestagdo em abelhas ocorre em dois estadios,
sendo uma fase forética, quando as fémeas adultas parasitam o corpo de abelhas
operarias adultas, alimentando-se da hemolinfa ao perfurarem as zonas brandas do
corpo da abelha. A outra fase, chamada reprodutiva, comeca quando a fémea
abandona o corpo da operaria e ingressa nas ceélulas das crias de abelhas, misturando-
se ao alimento das larvas para manter-se oculta e para adquirir o cheiro do alimento,
escapando a deteccdo. Apos a operculacdo das larvas, alimenta-se da hemolinfa da

pupa e inicia a postura dos ovos que emergem junto com as abelhas. Este ciclo tem
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uma duracao de aproximadamente de 5 a 6 dias para os machos e de 7 a 8 dias para
as fémeas (De Jong et al., 1982).

Atualmente, exceto na Australia, o parasito esta presente em todos os paises
gue possuem a atividade de apicultura.

Em abelhas Apis mellifera europeias (EHB) a Varroa é considerada a principal
praga associado a perda de colbnias, sendo praticamente impossivel a pratica apicola
sem o controle do parasito (Boecking e Spivak, 1999).

Em abelhas da espécie Apis cerana, da qual é um parasito reconhecido,
multiplica-se apenas em pupas de zangdo e aparenta causar pouco dano a colénia.
Semelhantemente, abelhas africanas como da subespécie Apis mellifera scutelata tem-
se demonstrado tolerantes a infestacao (Ritter, 1981).

Abelhas Apis mellifera africanizadas (AHB) tém demonstrado maior tolerancia
ao parasitismo pela Varroa. Esta maior tolerancia, foi inicialmente atribuida a menor
fertiidade do &caro na infestacdo de pupas em abelhas africanizadas, diminuindo a
habilidade reprodutiva ao infestar esta subespécie de abelhas (Rosenkranz e Engels,
1994). Entretanto, estudos comparativos entre diferentes épocas em abelhas
africanizadas localizadas no estado de Santa Catarina e Sdo Paulo, demonstraram que
esta diferenca favoravel em relacdo a habilidade reprodutiva nas abelhas africanizadas
tem diminuido. Mesmo assim a taxa de infestacdo de abelhas adultas ndo sofreu as
mesmas alteracdes (Carneiro et al., 2007). Mudancas relacionadas a modificacfes do
parasito, como o novo haplotipo K da Varroa foi considerado como possivel causa, mas
a influéncia do hospedeiro na fertiidade do parasitismo ndo esta esclarecida
(Rosenkranz e Engels, 1994; Garrido et al., 2003; Carneiro et al., 2007).

Posteriormente, outros fatores como a maior remocéao de pupas infestadas por
Varroa (Guerra et al.,, 2000), e o mecanismo de remocdo e mutilacdo da Varroa ao
infestarem operarias adultas, processo conhecido como grooming, foram considerados
auxiliares na tolerancia em relacdo ao parasitismo, fatores esses que apresentam
diferencas entre as subespécies de abelhas (Bozic e Valentincic, 1995; Stanimirovic et
al., 2010).

E preciso considerar que mecanismos de defesa contra patdgenos e parasitos
estdo interligados. Portanto, a nutricdo, especialmente o pdélen, necessario para o
crescimento da colbnia e o perfeito desenvolvimento e funcionamento dos mecanismos
individuais de defesa das abelhas, faz parte do complexo sistema de protecdo da

espécie contra agentes externos (Degrandi-Hoffman et. al., 2010), sendo necessario o
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frequente estudo e monitoramento do parasitismo e dos mecanismos envolvidos para

manter a possivel convivéncia.

2.5 CONSIDERACOES SOBRE ABELHAS AFRICANIZADAS NO BRASIL

As abelhas sdo insetos que evoluiram separando-se das vespas da familia
Sphecidae, que substituiram a predacédo de pequenos animais pelo poélen vegetal como
fonte proteica na forma adulta, desenvolveram a probdscide para coletar néctar e
desenvolveram as corbiculas adaptadas para o transporte do pélen até os favos.

Estudos fésseis indicam que as abelhas do género Apis tenham surgido na
Africa antes da separagéo continental. Posteriormente, migraram para a Europa e Asia,
originando as espécies Apis mellifera, Apis cerana, Apis florea, Apis dorsata, Apis
laboriosa, Apis nuluensis, Apis korchevniskov, Apis andreniformis e Apis nigrocicta.
Novas e recentes descobertas envolvendo técnicas genbmicas a partir do
sequenciamento total da Apis mellifera (Weinstock et al., 2006) podem contribuir no
esclarecimento da origem e evolugéo desses insetos (Wallberg et al., 2014).

No Brasil, até 1840, a criacdo de abelhas era praticada com espécies nativas,
denominadas abelhas indigenas sem ferrdo ou meliponideos (Camargo, 1972). O
padre Antonio Carneiro Aureliano foi quem trouxe os primeiros exemplares de abelhas
A. mellifera para o Brasil e, posteriormente, mas ainda no mesmo século, 0s
colonizadores de varias partes da Europa levaram as subespécies Apis mellifera
mellifera da Alemanha, a Apis mellifera ligustica da Italia, a Apis mellifera carnica da
Austria e a Apis mellifera caucasica da Russia para a regido Sul do Pais. O poli-hibrido
resultante dessas linhagens deu inicio a apicultura brasileira (Gongalves, 2006).

Segundo relatos historicos das décadas de 1940 e 1950, a apicultura sofreu
grandes danos provocados por doencas como a nosemose por N. apis e a cria putrida,
0 que praticamente dizimou a atividade no Pais. Em 1956, o professor Warwick
Estevan Kerr, através de apoio governamental, deslocou-se para a Africa com a
incumbéncia de pesquisar a abelha africana. Em 1957, chegaram a estagao
experimental de Rio Claro-SP as rainhas introduzidas da Africa, que em fungdo de um

acidente, enxamearam, liberando essas abelhas “muito defensivas” no territorio
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brasileiro, ganhando o nome e a marca internacional de abelhas assassinas ou abelhas
brasileiras (Gongalves, 1984; Gongalves, 1994; Kerr, 1994).

Atualmente, exceto na llha de Fernando de Noronha, o cruzamento da abelha
africana Apis mellifera scutellata com as abelhas europeias locais ocorrem em todo o
territério brasileiro. Segundo Gongalves (1994), as abelhas derivadas desses
cruzamentos possuem na sua composi¢cdo uma grande diversidade de subespécies ou
racas, sendo denominadas africanized honeybee (AHB), ou seja, abelha africanizada
(Goncalves, 1984; Kerr, 1994).

Por ser composta por varias racas e sem uma caracteristica morfoldgica
definida (Magnini, 2014), € possivel serem encontrados diferentes fenétipos de abelhas
no apiario ou até na mesma colénia, conforme demonstrado na Figura 1, durante o

acompanhamento deste estudo.

I

Figura 1. Abelhas africanizadas (AHB) coletadas demonstrando a diversidade
fenotipica encontrada na regido de estudo

O manejo e a melhoria do processo de trabalho com abelhas agressivas no
Brasil tém o reconhecimento mundial, e atualmente, em funcdo dos problemas
mundiais envolvendo doencgas e parasitos, diversos estudos vém comprovando a maior
tolerancia desta subespécie a diversos agentes. Atualmente, o Brasil € praticamente o
anico lugar do mundo que néo utiliza medicamentos ou qualquer controle quimico no
tratamento de doencas que atacam as abelhas. Com conhecimento gerado pelo
sequenciamento genémico completo da A. mellifera em 2006 (Weinstock et al., 2006),
vislumbra-se a possibilidade de uso de marcadores moleculares associados as
caracteristicas desejaveis presentes em AHB, ou mesmo projetos visando a producéo
de abelhas geneticamente modificadas (O’Brochta, 2014). Este cenério demonstra a
urgente e real necessidade do envolvimento das academias de pesquisa do Brasil e,
especialmente, do interesse de pesquisadores na area, com vista ao avanco da

apicultura.
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CAPITULO Il

RESUMO

A influéncia das Nosema spp. na perda de col6nias de abelhas

africanizadas durante o inverno

The role of the Nosema spp. on Africanized Honeybee winter losses

Edegar Kriger!; Adhemar Pegoraro?, Alvaro Tadeu Munhoz3, Marlise Teresinha Mauerwerk2, Humberto

M.F.Madeira’
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2Eng. Agron. Professor UFPR,
3Eng. Agron. Apicultor especialista em Apicultura
4Eng. Agron. Professor PUCPR

Apods o episodio da CCD (colony colapse disorder), a perda de colénias de abelhas
Apis mellifera L. durante o inverno tem sido o principal foco de atencao relacionado a
problemas com a diminuicdo de polinizadoras no mundo. A participacdo de patdégenos
como o0 parasita Varroa destructor tem aspectos universais, € mais recentemente, a
Nosema ceranae, tem sido apontado como participante no complexo sistema de fatores
envolvidos na perda de colbnias. Recentes estudos tém demonstrado a presenca do
agente em abelhas africanizadas no Brasil, entretanto pouco tém sido realizado para
relacionar esse agente com a perda de colénias que ocorrem no sul durante o outono e
inverno. O objetivo deste estudo foi de verificar o papel da Nosema spp. na perda de
colénias de abelhas durante o inverno em condi¢cdes de campo. Para comprovar a
hipotese do envolvimento deste agente, um estudo longitudinal prospectivo foi
delineado envolvendo apiarios comerciais estabelecidos e divididos em trés diferentes
grupos conforme o0 manejo alimentar suplementar fornecido. Os resultados
demonstram que a Nosema spp. esta presente em todos os apiarios, causando
infeccdo nas abelhas. O manejo alimentar influencia na transmissao horizontal intra
colénia, contudo tal nivel de contaminagdo ndo teve interferéncia no numero de
colbnias perdidas. A variagdo em individuos infectados alerta para a sensibilidade do
sistema de interacdo benigna estabelecido entre o hospedeiro e o parasito. Este € o
primeiro estudo epidemioldgico relacionando Nosema spp. a perda de coldnias de
abelhas africanizadas localizadas em clima temperado com inverno frio no sul do
Brasil.

Palavras-chave: Abelhas Africanizadas, Nosema spp., Apis mellifera, perda de
colbnias.
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ABSTRACT

After the episode of the CCD, the winter losses has been the focus of attention to the
problems of honeybees colonies Apis mellifera L. and the decrease of pollinating in the
world. The participation of pathogens such as the parasite Varroa destructor has
universal aspects, and most recently, the Nosema ceranae has been touted as a
participant in the complex system of factors involved in colonies losses. In Brazil, recent
studies have demonstrated the presence of the agent in Africanized honeybee hives,
though no studies have been conducted to relate this agent with the colonies losses
occurring during the cold winter months in the south. The aim of this study was to verify
the role of Nosema spp. on the honeybee colonies losses during winter in field
conditions. To prove the hypothesis of the involvement of this agent, a prospective
longitudinal study was designed involving established commercial apiaries. Three
different groups were established according of the supplementary feed management
provided during the period. The results showed that Nosema spp. is present in all
apiaries, causing infection in bees. The food management has influenced in horizontal
intra colony transmission, however this level of contamination did not adversely affect
the number of colonies losses. The variation of individual infected bees alert to the
sensitivity of the benign interaction system established between the host and the
parasite. This is the first epidemiological study relating Nosema spp. to Africanized
honeybee winter losses, located in cold temperate climate in southern Brazil.

Key words: Africanized honeybee, Nosema spp., Apis mellifera, Colony losses,
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3.1 INTRODUCAO

A importancia das abelhas A. mellifera na producdo de alimentos vai além dos
produtos extraidos da colmeia, tem relacdo com o processo de polinizacdo de vegetais
angiospermas. Estima-se que 90% dos cultivos realizados nos EUA dependem de
alguma forma dos insetos para a sua polinizacdo e da mesma forma participam na
ecologia da diversidade ambiental (Martin, 1975).

Apbs o episddio da sindrome do desaparecimento de coldnias (colony collapse
disorder) relatado nos EUA em 2006 (Underwood & vanEngelsdorp 2007), o mundo
tem despertado para o risco que representa a perda dos insetos polinizadores e, entre
eles as abelhas A.mellifera.

Passados mais de dois anos sem relatos de CCD, a perda de colbnias,
especialmente durante o periodo de outono e inverno tem sido a preocupacdo
relacionada a diminuicdo da populacao de abelhas e de polinizadores em vérias partes
do mundo, estados e organizacdes tem implantado sistemas de monitoramento dessas
perdas (vanEngelsdorp et al.,, 2008; vanEngelsdorp et al.,, 2014; CAPABEE, 2014;
Chauzat et al., 2014).

Entre os motivos das perdas, as conclusbes dos esforcos cientificos tém
convergido para uma relacdo de causas multifatoriais, envolvendo parasitos,
patdgenos, residuos de agrotoxicos, nutricionais, manejo e ambientais (vanEngelsdorp,
2009; Pohorecka et al., 2014; Nazzi et al., 2014).

A Nosema ceranae, microsporidio parasito de abelhas asiaticas Apis ceranae
que também infecta A. melifera (Fries et al., 1996) tem sido reportada com frequéncia
em pesquisas e investigacdes como causa direta da CCD e da perda de colbnias de
abelhas (Higes et al., 2006; Higes et al., 2008; Chen et al., 2009; Parvanov et al., 2014;
CAPABEE, 2014).

Apesar do relato da presenca da N. ceranae no Brasil (Klee et al., 2007,
Teixeira et al.,, 2013), a sua relacdo com a perda de colbénias de abelhas que tem
ocorrido durante o periodo de outono e inverno nao tem sido pesquisada.

A hipotese do presente estudo é de que o patdgeno Nosema spp. participa na
causa da perda de colbénias que ocorrem durante o periodo de outono/inverno, em

apiarios na regiao metropolitana de Curitiba.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para testar a hipotese da pesquisa, foi realizado um estudo longitudinal
prospectivo envolvendo sete apiarios comerciais estabelecidos para a producédo de
mel. O levantamento de dados e a colheita de material foram realizados conforme
descritos abaixo e resumidos no Quadro 1 (Apéndice):

a - Para avaliar a presenca e a distribuicdo anual da infeccdo por Nosema spp.
a coleta mensal de uma amostra composta por 30 abelhas operéarias forrageiras foi
efetuada, por 12 meses, com inicio em agosto de 2013 e término em julho de 2014, em
um apiario composto por 15 colmeias, localizadas no municipio de Mandirituba- PR e
que durante o periodo de outono e inverno foram suplementadas com alimento solido.

b - Para a avaliacdo das perdas de colbnias e a infec¢cdo por Nosema spp., 116
colmeias divididas em trés grupos foram amostradas mensalmente de maio a julho de
2014 para o levantamento de esporos de Nosema spp., € de maio a agosto de 2014
para andlise da perda de col6nias. Os apiarios foram divididos em grupos, conforme o
tipo e a forma de suplementacéo alimentar fornecida no periodo, sem casualidade, da
seguinte forma:

1) Grupo SEM (sem suplementacao), constituido por 36 colmeias que nao
receberam suplementacdo alimentar formulada. O alimento para o periodo critico de
outono e inverno foi a manutencao ou o fornecimento de pelo menos dois quadros de
ninho preenchidos com mel no inicio do inverno, durante o més de maio.

2) Grupo SOL (suplemento soélido), constituido por 56 colmeias que receberam
suplementacdo alimentar composta por mel, agucar, p6é de pdlen com consisténcia
pastosa, conforme tabela 12 do apéndice, embalada em sacos plasticos com volume
de aproximadamente 500 gramas. O suplemento foi disponibilizado para a colénia em
um espaco superior aos quadros do ninho (Figura 2A). Eventuais reposi¢cbes foram
feitas conforme o0 consumo e reserva de néctar e mel na colmeia.

3) Grupo LIQ (suplementacdo liquida), constituido por 24 colmeias que
receberam como suplemento o fornecimento de dois litros de xarope liquido composto
por agua, agucar, mel e premix proteico, conforme tabela 12 do apéndice, fornecido em

dose Unica em alimentador de topo (Figura 2B).
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Figura 2. Tipos de alimentadores e a forma de suplementacdo alimentar de inverno fornecida. A:
Colmeia do grupo SOL e a seta indica o alimento fornecido na forma pastosa. B: colmeia do grupo LIQ
e as setas indica o local do alimento fornecido.

As coletas mensais foram realizadas entre a Ultima semana de cada més e a
primeira semana do més subsequente, condi¢cdo que permitiu a utilizacdo retroativa dos
dados nas futuras colbnias perdidas, semelhante ao descrito por Gisder at al. (2010) e
vanEngelsdorp (2015). Os meses de maio, junho, julho e agosto foram definidos para a
avaliacdo do fator tempo na analise da variavel perda de colbnias, e os meses de maio,
junho e julho para a variavel infeccdo por Nosema spp. Todas as amostras foram
coletadas mensalmente e no mesmo momento para cada apiario.

O ninho, local do nucleo reprodutivo das colbnias de abelhas na colmeia, foi
mantido com o minimo de intervencdes possiveis para evitar o resfriamento da coldnia
durante o periodo.

Os dados coletados incluiram também a taxa de infestagcdo por Varroa
destructor e a chegada de pellets de pdlen nas corbiculas das operéarias forrageiras,
conforme detalhado abaixo. Abelhas moribundas que durante o periodo de inverno
eram encontradas rastejando na frente da colmeia foram coletadas e submetidas a
analise individual para a deteccéo de esporos de Nosema spp.

Os apiarios e as colbnias sob estudo estavam localizadas na regido
metropolitana de Curitiba (Figura 18), cujo clima, vegetacdo e outras condi¢cdes
edafocliméticas sdo semelhantes. O clima é caracterizado por invernos frios e umidos e
com altitude acima de 800 metros, incluido como clima Cfb na classificacdo de Képpen-
Geiger (Kottek et al., 2006). A area de localizacdo dos apiarios ndo possui agricultura

intensiva mecanizada e tem na silvicultura com eucaliptos e pinus a sua atividade
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agricola principal, além de pequenas culturas anuais em algumas propriedades ao
redor dos apiarios, atividades com baixa probabilidade de uso intensivo de agrotoxicos.
As praticas de manejo dos apiarios eram semelhantes as aplicadas na maioria
das unidades produtivas da regido, sem utilizacdo de medicamentos ou controle
quimico de doencgas e parasitas.
A coleta de material nos apiarios teve autorizagdo e participacdo dos
proprietarios. Nao houve necessidade de aprovacao da pesquisa por comissao de ética

no uso de animais pelo fato do estudo envolver invertebrados.

3.2.2 AVALIACAO DAS PERDAS DE COLONIAS

Foram consideradas col6nias perdidas as colmeias que durante a inspecao
mensal a) ndo continham abelhas vivas (Figura 3 A); ou b) no final do periodo, em
agosto, apresentaram-se Orfas, isto €, sem a rainha e eventualmente zanganeiras,
indicada pela auséncia das fases de cria de operarias e geralmente com um pequeno
namero de individuos e castas, insuficientes para o pleno desenvolvimento reprodutivo

da colbnia (Figura 3 B).

Figura 3. Colmeias com coldnias perdidas. A: Colénia que morreu ou abandonou a colmeia. B: colénia

em colapso com alguns individuos na colmeia.

3.2.3 COLETAS DE AMOSTRAS DE ABELHAS OPERARIAS E
DETERMINAGAO DA INFECCAO POR NOSEMA

Dias ensolarados durante as horas com maior luminosidade foram escolhidos

para realizar a operacao no apiario. A entrada da colmeia foi obstruida com uma tira
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de esponja e, apdés o acumulo de pelo menos 30 operarias forrageiras que retornavam
do voo de trabalho, estas foram aspiradas com um aparelho sugador desenvolvido para
tal propdsito (Figura 4 A; Figura 4 B) e imediatamente transferidas para um frasco com
volume de 250 mL de etanol 70% (Figura 4 C), segundo o método preconizado na
literatura (Teixeira et al., 2010; Traver et al.,, 2012; Botias et al., 2013; Madras-
Majewska et al., 2013; Pohorecka et al., 2014; Shutler et al., 2014).

7 ) ‘; s " ™

Figura 4. Colét de abelhas. A: Obstrﬁééo do ah@gg; coleta de abelhas opérén'as na entrada da colmeia. B:
Abelhas operarias forrageiras aspiradas no interior do sugador manual. C: Acondicionamento de abelhas em
frasco com etanol 70%

3.2.3.1 Contagem de esporos de Nosema spp.

A infeccdo por Nosema spp. na colénia foi determinada pela contagem do
namero de esporos por abelha, obtida com o processamento de amostra composta de
um pool de 30 operarias forrageiras.

A recomendacdo atual do manual da OIE (2013) é a de utlizacdo de 60
individuos na amostra composta para o diagnéstico da doenca nosemose na colmeia.
Entretanto, conforme relatado por Botias et al. (2012), véarios fatores podem estar
relacionados as possiveis diferencas entre as coletas. Além disso, a remocdo de 30
abelhas ndo causaria impacto significativo na colénia durante o inverno na regido do
experimento, época em que os individuos na colmeia muitas vezes encontram-se
concentrados em um pequeno cluster ou grupo. Este método também se assemelha ao
utilizado por Mulholland et al. (2012), que coletaram entre 36 e 50 abelhas, com
estimativa de 95% de probabilidade de deteccdo da doenca.

Trinta (30) operarias forrageiras foram transferidas do frasco com etanol 70%
para a superficie de papel toalha para rapida secagem (Figura 5 A). O abdémen de
cada abelha foi removido com auxilio de pingas e transferido para um frasco concha de
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aluminio (Figura 5 A; Figura 5 B), dentro do qual a maceracéao foi efetuada com auxilio
do fundo convexo de um tubo de ensaio, em substituicdo a um pistilo (Figura 5 B). Esta
adaptacdo permitiu facil maceracdo das abelhas e esterilizacdo do material,
simplificada por flambagem, apos o uso.

Inicialmente foi adicionado 0,1 mL de agua ultrapura por abdémen de abelha,
para permitir melhor maceracéo e a separagdo de particulas maiores, realizada com o
préprio tubo de ensaio no frasco de fundo cbncavo (Figura 5 B). Apos a
homogeneizacdo da parte liquida, uma gota foi pipetada do fundo céncavo do
macerado e transferido para uma lamina de vidro, coberta com laminula e levada ao
microscépio 6tico com aumento de 400X para verificar a presenca de esporos (Traver
et al., 2012).

Ao restante do liquido foi adicionado 0,9 mL de &agua ultrapura estéril,
completando 1,0 mL por abelha. O conteudo foi filtrado através de tiras de gaze de
algodéo para um tubo de centrifuga de 50 mL. O filtrado foi novamente homogeneizado
por inversdo de quatro a cinco vezes no préprio tubo, e uma aliquota de 10 L foi
aspirada para preenchimento da camara de Neubauer (Figura 5 C). O restante do
material filtrado foi armazenado em tubos de 15 mL e congelado a -20° C para
posterior processamento para extracdo de DNA.

A contagem de esporos foi efetuada sob microscopia 6tica com aumento de
400X. Quando foi observado mais de um esporo por quadrado pequeno da camara de
Neubauer (Figura 5 C), foram contados cinco quadrados grandes, localizados nos
quatro cantos e um central. O niamero de esporos por abelha foi obtido da seguinte
férmula: n = esporos contados x 5 x 10.000, para corrigir para a diluicdo e a
amostragem. Quando nao foi observado ao menos um esporo no quadrado pequeno,
todos os 25 campos do quadrado maior foram contados e o nimero de esporos por

abelha foi obtido pela seguinte formula: n = esporos contados x 10.000.
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Figura 5. Abelhas processadas para contagem de esporos de Nosema spp. A: Secagem e separacao
do abddmen. B: Maceracdo do abdomen de abelhas. C: Fotomicrografia de um campo do
hemocitdbmetro com as setas indicando esporos de Nosema spp.
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3.2.3.2 Numero de abelhas com esporos de Nosema

Abelhas excedentes do pool de 30 operarias forrageiras do grupo LIQ e que
foram coletadas nos meses de junho e de julho de 2014 foram utilizadas para a analise
de individuos infectados por Nosema quanto a presenca ou auséncia de esporos de
Nosema spp por meio de processamento individual. Ainda, abelhas moribundas que
estavam rastejando ou caminhando na frente da colmeia e com dificuldade de retornar
ao alvado foram coletadas para a mesma analise.

No laboratorio as abelhas foram individualmente processadas segundo o método
adotado por Pettis (2013), com a modificagdo do volume inicial de diluente reduzido
para 50 pL de agua destilada por intestino dissecado, em vez de 1 mL de agua por
abddémen de abelha.

As abelhas foram removidas do etanol 70% e secadas sob papel filtro,
individualmente transferidas para uma placa de petri e, sob microscépio estereoscopico
com aumento de 4X, o intestino médio e posterior foram dissecados com auxilio de
duas micropincas. A cada 6rgao (ventriculo e intestino posterior) dissecado foram
adicionados 50 pL de agua ultrapura e com auxilio das mesmas pincas o 6rgao foi
macerado ainda na placa de petri. Outras observacdes macroscopicas dos 6rgaos
foram consideradas, especialmente quanto a coloracdo do ventriculo e intestino
posterior.

Uma gota do macerado foi pipetada e colocada sob lamina e coberto com
laminula, levada a andlise por microscépio 6tico com aumento de 400X, onde dez
campos microscopicos foram explorados para detectar a presenca ou auséncia de
esporos.

Considerando que abelhas infectadas chegam a produzir milhdes de esporos,
guando uma amostra apresentou apenas alguns esporos (uma a cinco unidades de
esporos) em todos os campos percorridos, esta foi considerada como nao infectada em
funcdo de uma eventual contaminacdo instrumental, adaptando método adotado por
Smith (2012), que considerou como negativas as amostras para as quais foram

visualizados de dois a dez esporos em 25 campos observados.
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3.2.4. DETERMINACAO DO GRAU DE INFESTACAO POR VARROA E O
PERCENTUAL DE OPERARIAS TRANSPORTANDO POLEN NAS CORBICULAS

A coleta de um pool de 30 abelhas foi realizada conforme descrito no item 3.2.3.
No laboratério o conteudo do frasco foi transferido para placa de petri e com auxilio de
microscopio estereoscopio foi efetuada a contagem total de abelhas, nimero de Varroa
que parasitavam as operarias (Figura 6 A) e o numero de abelhas que carregavam
pellets de pdlen nas corbiculas (Figura 6 B; Figura 6 C).

N~

Figura 6. Abelhas separadas para contagem de Varroa e pdlen. A: Seta indicando Varroa separadas das
abelhas operérias. B e C: Setas indicando a presenca de pellets de polen nas corbiculas de abelhas
operarias

O percentual de infestacdo forética das operérias forrageiras por Varroa foi
expressa em percentagem, considerando-se 0 numero total de parasitos e o nimero de
abelhas forrageiras de cada amostra. Por exemplo, se 03 (trés) Varroa fossem
visualizadas, seja em uma Unica abelha ou distribuidas em mais de uma das 30
abelhas, o percentual de infestacdo seria de 3/30, ou 10%. Da mesma forma, para a
chegada de pélen, foi considerado o niumero de operdrias que retornavam com pellets
de pélen nas corbiculas sobre o total de abelhas analisadas.

A utilizacdo de métodos padronizados para determinacao da infestacéo forética
por Varroa na col6nia, tais como a coleta de 200 a 250 operarias nutrizes (OIE, 2013;
Dietmann et al., 2013) exige sucessivas aberturas da colmeia durante o inverno e a

remogcdo de elevado numero de operarias, 0 que poderia interferir na analise

25



epidemioldgica da infec¢cdo por Nosema spp. Dessa forma, ndo foi medida a infestacao

por Varroa na colmeia, mas a taxa de infestacdo nas operarias forrageiras.

3.2.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Das col6nias nas quais foi confirmada a presenca de esporos no més anterior,
cerca de 100 abelhas foram aspiradas e transferidas para solucao fixadora contendo
formol 10% e armazenadas até o processamento histopatolégico. Esta analise foi
realizada para a verificacdo de lesbes macroscopicas e microscépicas no intestino de
abelhas que apresentavam taxa de infeccdo por Nosema spp. acima de 500 esporos
por abelha.

No laboratério 15 abelhas foram separadas, nove com a presenca de esporos no
intestino e seis sem esporos, para exame histologico. Cada abelha foi colocada em
placa de petri sob microscopio estereoscOpico com aumento de 4X e 0s anéis
abdominais foram removidos por pincagem de maneira a expor 0s 0rgaos contidos no
interior do abdémen para avaliacao externa de alteragcBes macroscoépicas (Figura 7 A).
O ventriculo e intestino posterior foram cuidadosamente dissecados, lavados em agua
destilada, e a camada de gordura superficial e parte dos tubos de Malpigui foram
removidos por pincagem.

O ventriculo foi segmentado em duas partes iguais (Figura 7 B), sendo uma
parte macerada em 50 yL de agua ultrapura estéril para analise quanto a presenca de
esporos, conforme descrito em 3.2.3. A outra parte foi acondicionada em tubo de
microcentrifuga contendo 1,0 mL de formol 10%, no qual foi mantida até o
processamento histolégico, segundo o método utilizado por Higes et al. (2008) e
Maiolino et al. (2014).

No laboratorio de histopatologia da PUCPR as pecas foram removidas do fixador
formol 10%, desidratadas em alcool-am6nio em cinco etapas, diafanizadas em xilol em
trés etapas e emblocadas em parafina sélida. Os cortes histologicos foram realizados
com micrétomo de 5 ym, transferidos para lamina microscopica e corados com HE e

Giemsa.
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Figura 7. Processamento de abelhas para analise histopatolégica. A: Disseccdo do intestino

de abelha ap6s a remocdo dos anéis abdominais e a exposicao do pro ventriculo (papo) com
néctar, ventriculo (ven) e intestino posterior (ip). B: Seta indicando a segmentacdo do
ventriculo em duas partes para analise histopatologica e presenca de esporos.

3.2.6 DETERMINACAO DA ESPECIE DE NOSEMA SSP. VIA GENOTIPAGEM

A diferenciacao dos esporos de Nosema entre as duas espécies (N. apis
e N. ceranae) foi realizada por analise genotipica. O excedente do macerado do pool
de 30 operérias utilizadas para a contagem de esporos, conforme descrito em 3.2.3, foi
estocado em tubo de centrifuga de 15 mL a -20 °C até o processamento para extracao
de DNA. A amplificacdo dos segmentos especificos para a espécie foi realizada por
PCR Multiplex.

3.2.6.1 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA foram utilizados dois métodos: um protocolo de
extracdo de DNA de bactérias de intestino de aves, adaptado de Zhu et al. (2002),
utilizando fenol cloroférmio; e um protocolo de extragdo com o DNeasy® Plant Mini Kit
QIAGEN, segundo orientagBes do fabricante. Este altimo vem sendo utilizado para o
processamento de amostras para extracdo de DNA de Nosema (Klee et al., 2007;
Gisder et al., 2010; Teixeira et al., 2013). Ambos os métodos foram precedidos de um
tratamento para ruptura celular com a utilizacdo de beadbeater (Figura 8), semelhante

ao utilizado por Huang (2007).
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As amostras do macerado intestinal de abelhas foram descongeladas em
temperatura ambiente e centrifugadas a 2500 x g por cinco minutos. O sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspenso em 500 uL de agua ultrapura. Uma aliquota de
300 pL foi coletada e a ela adicionados 300 pL de lisozima (2mg/mL), e incubada em
banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Na sequéncia foram adicionados 300 pL de SDS
1% e 6 pL de proteinase K (10mg/mL), e a amostra foi incubada por duas horas a 37
°C.

A solucéo foi transferida para novos tubos de 2,0 mL contendo bolas de zircénia
de 0,1mm de diametro até o marcador de 0,5 mL do tubo. Foram adicionados 300 pL
da mistura fenol:cloroférmio (1:1) e o tubo foi submetido a agitacéo por trés intervalos
de um minuto no beadbeater em alta velocidade, (MINI BEADBEATER-8 Biospec
Products). Em seguida, as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 13000 rpm
(aproximadamente 18000 x g) por 5 minutos, e a fracdo aquosa (aproximadamente 500

ML) foi transferida para novo tubo.

i < Y

o B

Figura 8. Rompedor de células tipo beadbeater
utilizado para o pre-tratamento na extracdo de DNA
de esporos de Nosema spp.

Do total de 81 amostras processadas, 31 foram submetidas a extragcdo segundo
o protocolo do Kit comercial DNeasy® Plant Mini Kit QIAGEN, e as restantes foram
processadas conforme se segue.

Os residuos de fenol:cloroférmio foram removidos pela adicdo de igual volume
de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), centrifugados por dez minutos a 18000 x g, e o
sobrenadante de aproximadamente 400 pL foi transferido para novo tubo. A amostra foi
adicionado 1/5 do seu volume de NaCl 5M e 1/10 de CTAB 10%, incubada a 65 °C por
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cinco minutos e centrifugada por dez minutos a 18000 x g para precipitacdo dos
polissacarideos.

O sobrenadante de aproximadamente 200 uL foi transferido para novo tubo e
adicionado 1/10 do volume de acetado de sodio 3M e igual volume de etanol absoluto
gelado para precipitacdo do DNA. O conteudo foi suavemente misturado por inversao e
incubado em freezer a -20 °C por 16h. Posteriormente, o material foi centrifugado por
cinco minutos a 18000 x g. O pellet foi lavado com 500 pL de etanol 70% e misturado
por inversdo e novamente centrifugado por 10 min a 18000 x g. O sobrenadante foi
removido por inversdo e o pellet foi deixado secar em temperatura ambiente. O pellet
foi ressuspenso em 100 pL de TE+ RNAse e estocado a -20 °C até a quantificacdo de
DNA e a amplificacédo por PCR.

Para a determinacdo da quantidade e pureza do DNA extraido uma aliquota de
1,0 uL do DNA extraido foi pipetada e analisada em espectrofotometro NANODROP
2000 Spectophotometer (THERMO SCIENTIFIC).

3.2.6.2 Amplificacdo do gene RNAr 16S por PCR multiplex

O gene do RNAr 16S foi amplificado pelo método da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utlizando simultaneamente os primers mnceranae-f (5-
cgttaaagtgtagataagatgtt-3’) e o mnapis-f (5-gcatgtctttgacgtactatg -3’), € muniv-r (5-
gacttagtagccgcttctc -3’), com o objetivo de amplificar uma sequéncia de 143 pares de
bases (pb) da N. ceranae, e 224 pares de bases (pb), da N. apis (Fries et al., 2013). O
programa utilizado para amplificacdo consistiu de uma desnaturacdo inicial a 95 °C
durante 2 min, seguida de 35 ciclos de amplificacdo, compostos por desnaturacao a 95
°C por 30 s, hibridacao a 55 °C por 30 s e extensao a 72 °C por 60 s, seguidos de uma
extensdo final de 5 min a 72 °C. Todas as amostras foram amplificadas em
termociclador Mastercycler MJ Research PTC-200.

O volume final de cada reacédo foi de 25 pL, sendo os reagentes utilizados 2,25
ML de tampdo de PCR 10X, 4 uL de cloreto de magnésio 50 mM, 4 uL de
deoxirribonucleotideos trifosfato 1,25 mM, 1,25 pyL de cada primer Forward do
Mnceranae e Mnapis e 1,5 uL do primer Reverse Muniv-R a 10 pmol/uL, 0,2 yL de Taq
DNA polimerase, 11,55 yL de agua ultrapura estéril e 2 yL de DNA da amostra (Tab.
1).
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Tabela 1. Componentes e o respectivo volume e a concentracdo de reagentes utilizados na
reacdo de PCR multiplex para amplificagdo do gene RNAr 16S do DNA de esporos de
Nosema spp.

Volume dareacéo Concentracéo Concentracéo final

Tampéo PCR 2,25 uL 10x 1x
Cloreto de Magnésio 1,0 uL 50mM 2mM
Dntp 4,0 L 1,25 mM/pL 0,2 mM
Iniciador Mnceranae 1,25 puL 20 pmol/pL 1,0 pmol
Inic Mnapis 1,25 puL 20 pmol/pL 1,0 pmol
Iniciador inverso 1,5puL 20 pmol/pL 1,2 pmol
Taq polimerase 0,2 pL 5 U/uL 1U
DNA 2,0 uL Variavel Variavel
Agua ultrapura 11,55 pL

Os produtos de amplificacdo (5 pL) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% preparados em tampao TBE (40mM Tris, 40mM acido borico 100%, 1mM
EDTA pH 8,0), corados com brometo de etideo 0,5 pg/mL e fotografados com sistema
digital KODAK EDAS (Eletrophoresis Documentation and Analysis Systems) 290, para
identificacdo e comparacdo das bandas amplificadas com uso de padrdo de peso

molecular (DNA ladder Uniscience).

3.2.7 AVALIACAO DA PRODUCAO DE MEL DAS COLMEIAS

Para estabelecer uma possivel relacdo da infecgdo por Nosema spp. com a
producdo de mel, foi avaliado o depdsito de mel nas melgueiras de cada colmeia e a
colheita de mel da primavera subsequente ao periodo de outono e inverno de 2014,
encerrada em 21/12/2014.

A estimativa da produgdo das colmeias foi realizada via inspecédo das
melgueiras, segundo o método utilizado por Medina-Flores et al. (2014). O total de mel
operculado nos quadros foi avaliado por dois membros da equipe, estimando-se 0 peso
por quadro. Quando havia estoque suficiente que justificasse a colheita, esta era
realizada e o total colhido foi pesado separadamente por apiario envolvido no
experimento. Neste caso, quando necessario, foi realizado um ajuste na distribuicéo
entre o avaliado e o total colhido por apiario.

Os apiarios e colmeias que foram submetidos a0 manejo de primavera nao

foram incluidos na avaliacéo.
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3.2.8 ANALISE ESTATISTICA

O apiério de 15 colmeias, que tiveram avaliacdo mensal da infeccdo por Nosema
spp. durante um ano, foram analisadas pelo teste-t (Student’s t-test), presumindo
variancias diferentes (Petrie e Watson, 2006; Luiz, 2009).

Para determinar se houve diferenca na proporcdo entre as colonias perdidas
durante o periodo foi utilizado o Teste de Qui Quadrado, e as proporcdes calculadas
pelo Teste Exato de Fisher (Petrie e Watson, 2006).

Para avaliar se houve diferenca significativa quanto ao fator tempo entre os
tratamentos (SEM, SOL, LIQ), as seguintes varidveis dependentes foram consideradas:
o grau de infec¢do por Nosema através do numero de esporos, a taxa de infestacédo
por V. destructor e o percentual de forrageiras que portavam pellets de pélen nas
corbiculas ao retornarem para a colmeia.

A interacdo entre os fatores tempo e as variaveis niumero de esporos, taxa de
infestacdo por Varroa e percentual de operarias forrageiras com pélen foram
submetidas a analise de variancia multifatorial (ANOVA). Comprovada a interacdo entre
os fatores e a variavel, foi realizado o desmembramento dos fatores para cada variavel
e aplicado o teste de Bonferroni ou teste de Tukey (ANOVA One Way), conforme o
caso. Para avaliar a correlacdo entre as variaveis Infeccdo por Nosema, infestacdo por
Varroa e percentual de abelhas com polen, foi utilizado o Teste de Correlacdo de
Pearson para as trés variaveis envolvidas. Ainda, foi utilizado o teste t (student’s t-test)
para avaliar se houve diferenca entre 0 nimero de abelhas analisadas individualmente
guanto a infeccdo por Nosema e para determinar a diferenca entre abelhas moribundas
e forrageiras (Petrie e Watson, 2006; Luiz, 2009). Todas as analises foram realizadas
aplicando-se o software Statgraphics 4.1 para o teste de analise de variancia
multifatorial, correlacdo de Pearson, teste de Bonferroni e teste de Tukey. O programa
Prisma 3.0 foi utilizado para os demais testes estatisticos. Para todos os testes foi

considerado o nivel de significancia de P< 0,05.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 PERDA DE COLONIAS

Quando considerados os trés tratamentos em conjunto (SEM, SOL e LIQ), a
perda total de colbnias nos meses de maio, junho, julho e agosto foi de 19% (22/116).
N&o houve diferenca significativa (p = 0,892) na perda de colbnias entre os trés
diferentes tratamentos (Tab. 2). Do total de perdas, 27% (6/22) foram por colapso das
colénias, possivelmente em funcdo da perda de rainha, sendo quatro no grupo SOL e
duas no grupo LIQ. O restante das perdas (73%; 16/22) ocorreram por abandono total

da colmeia, possivelmente por migragéo.

Tabela 2. NUumero e percentual de coldnias de abelhas perdidas durante os meses de
maio a agosto 2014, nos 3 grupos (tratamentos) e total, regido metropolitana de Curitiba
PR. SEM (sem tratamento suplementar de inverno), SOL (suplementacdo com alimento
pastoso) e LIQ (suplementagdo com xarope liquido).

Grupos
Colbnias Total
SEM SOL LIQ
Perdidas (%) 5(13,8) 2 10 (17,0)2 7(29,2)2 | 22 (19,0) 2
N&ao perdidas (%) 31 (86,2)° 46 (83,0) @ 17 (70,8) % | 94 (81,0) a
Total (%) 36 (100) 56 (100) 24 (100) 116 (100)
Letras idénticas na linha ndo representam diferenca entre os tratamentos. Teste de X2, p

=0,892.

3.3.2 ACHADOS LABORATORIAIS

3.3.2.1 Numero de esporos de Nosema spp. por abelha nas colénias

Quando considerados os dados da avaliagdo anual em um apiario, ndo foram
encontradas diferencas na distribuicdo da média mensal de esporos de Nosema spp.

por abelha entre o periodo de outono e inverno, em relagcdo ao demais meses do ano
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(Fig. 9), nem diferenca na média do niumero de esporos entre os meses durante todo o

ano.
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Figura 9. Média mensal e nUmero maximo de esporos de Nosema spp. por abelha na coldnia
entre ago. 2013 - jul. 2014, em um apiario com 15 colmeias. A linha inferior (azul) representa a
média de esporos por abelha nas colénias no respectivo més, e a linha superior (vermelha)
representa a coldnia que teve o pico maximo de esporos no respectivo més. p = 0,620 analisado
pelo teste t (Student’s t-test).

Algumas colbnias apresentaram altos picos no numero de esporos em alguns
meses, conforme representado pela linha vermelha da Fig. 9. Entretanto, se essas
amplitudes no nimero médio de esporos estdo vinculadas as perdas de colbnias, as
conclusdes estdo apresentadas nos itens seguintes. Essas variagdes ndo ocorreram
sempre nas mesmas colonias e devem-se a possiveis diferencas causadas pela
inclusdo de mais individuos infectados na amostra composta pelo pool, conforme
demonstrado na analise individual da Tab. 7 (secdo 3.3.2.2). Essa grande oscilacao
entre os meses do ano também demonstra a dificuldade na ado¢éo de medidas como o
tratamento da doenca com base no numero de esporos, recomendado quando a
infeccdo atinge mais de um milh&o de esporos por abelha na colonia (Traver et al.,
2012).

Esses achados nao correspondem aos encontrados na pesquisa de Traver et al.
(2012) e Mulholland et al. (2012), que encontraram niveis de infeccdo menores no
outono e maiores no final do inverno e na primavera nos EUA. A partir dos dados deste

trabalho pode-se também questionar recomendacbes da melhor época para
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diagnosticar a doenca nosemose propostos por outros autores (Plavsa et al., 2013),
que indicaram o final do inverno e no inicio de primavera, quando haveria um maior
namero de abelhas operarias mais idosas, fato que levaria ao aumento da infeccao
medida em namero de esporos por abelha.

Na avaliacdo do periodo de outono e inverno (maio, junho e julho) envolvendo
116 colbnias, houve diferenca no numero médio de esporos por abelha na colénia entre
os trés tratamentos entre aqueles meses, conforme demonstrado na Fig. 10.

A média de esporos no periodo manteve-se estavel no tratamento SOL; o
tratamento SEM apresentou diferenca no més de maio em relacdo a junho e julho, e o

grupo LIQ teve diferenca consideravel entre os trés meses avaliados (Tab.3).

Tabela 3- Média mensal e desvio padrdo do nimero de esporos de Nosema spp. por abelha nos 3

tratamentos avaliados durante mai. — jul. 2104, localizados na regido metropolitana de Curitiba PR.

SEM (sem tratamento suplementar de inverno), SOL (suplementa¢cdo com alimento pastoso) e LIQ
(suplementagéo com xarope liquido).

Grupos
Meses SEM SOL LIQ
Maio 173.611 (x207.118) b  722.768 (+166.064) b 8.187.500 (+253.667) d
Junho 25.000 (£219.682) @ 809.434 (+170.699) b 4.119.130 (£259.123) c
Julho 51.612 (+44.362) 2 672.917 (+41.310) b 744.737 (£352.207) b

Letras diferentes representam diferencas entre 0s grupos e os meses (p < 0,05). Analisado por
ANOVA multiple range test e teste de Bonferroni para desdobramento dos tratamentos.
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Figura 10- Interagdo entre os fatores tempo (mai 2014 — jul 2014) e a média do
ndmero de esporos de Nosema spp. por abelha nos trés tratamentos (SEM, SOL,

LIQ).
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Da mesma forma, do total de amostras que apresentaram esporos de Nosema
spp., independentemente da quantidade, houve diferengca entre os trés tratamentos,
principalmente entre o grupo SEM e o grupo LIQ (Tab. 4). Esses dados indicam a
possivel influéncia do manejo alimentar suplementar de inverno na epidemiologia da

nosemose, especialmente a forma do suplemento administrado.

Tabela 4. Numero e percentual de amostras que apresentaram a presenca de
esporos de Nosema spp. durante mai — jul 2014 nos trés grupos, regido
metropolitana de Curitiba PR. SEM (sem tratamento suplementar de inverno), SOL
(suplementacéo com alimento pastoso) e LIQ (suplementacdo com xarope liquido).

_ Grupos
Colbnias SEM SOL LI
Com esporos 44 (44,5%) 2 112 (71,8%) b 62 (94,0%) c
Sem esporos 55 (55,5%) 2 44 (28,2%) b 04 (06,0%) ©
Total 99 (100,0%) 156 (100,0%) 66 (100,0%)

Letras diferentes na mesma linha representam diferencas entre os grupos, analisado
pelo teste X2 quadrado (teste exato de Fisher; p < 0,05).

Em relacdo as coldnias perdidas e nao perdidas, ndo foram detectadas
diferencas significativas no nuamero médio de esporos de Nosema, quando
consideradas apenas aquelas que apresentaram esporos nas amostras (Tab. 5). Nessa
analise a média ultrapassa um milhdo de esporos em funcdo da elevada infeccéo
verificada nos meses de maio e junho no grupo LIQ.

Das amostras processadas para a identificacdo da espécie de Nosema
envolvida, em 13 do grupo perdidas e 43 do grupo ndo perdidas foi detectada a
presenca da N. ceranae. Ainda, em uma das colonias perdidas e em quatro das
colénias ndo perdidas também foi detectada a presenca de esporos de N. apis. Devido
ao baixo numero de amostras (colénias) que apresentaram esporos de N.apis, nao foi
possivel estabelecer uma relagdo do envolvimento das duas espécies com a perda de

colénias (Tab.5).
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Tabela 5. Média e desvio padrdo do numero de esporos por abelha nas col6nias
infectadas (com esporos nas amostras), considerando as perdidas (coleta anterior a
perda) e ndo perdidas de todos os grupos e o0 nimero de colbnias diagnosticadas para as
espécies de Nosema spp.

Espécie diagnosticada

Coldnias Média de esporos N.ceranae N. ceranae + N.apis
Perdidas 1.803.000 (£543.000) % 12 1
Né&o perdidas | 1.246.000 (x152.900)? 39 4

Mesmas letras na mesma coluna ndo representam diferencas; p = 0,297; teste-t
(Student’s t-test).

Também nado houve diferenca entre o nimero de colbnias perdidas e nao
perdidas, quando consideradas as amostras com esporos de Nosema em pelo menos
uma coleta (infectadas), independentemente do numero de esporos por abelha na

colénia (Tab. 6).

Tabela 6. Nimero de colbnias que apresentaram esporos de Nosema spp. em
pelo menos uma das amostras coletadas entre os meses de maio a agosto de
2014, regido metropolitana de Curitiba PR.

Infeccdo por Nosema

Colbnias Com esporos Sem esporos Total
Perdidas 19 (86,4%) @ 03 (13,6%) b 22 (100,0%)
N&o perdidas 86 (91,5%) 2 08 (8,5%) b 94 (100,0%)
Total 105 11 116

Letras iguais na mesma coluna ndo representam diferenca entre as colbnias,
analisado pelo teste X2 quadrado (p > 0,05).

Apesar do grupo LIQ ter apresentado maior niumero de esporos por abelha nos
meses de maio e junho (Tab. 3), ndo houve diferenca na perda de colonias em relacéo
aos demais grupos que apresentaram menor namero de esporos.

Esses dados indicam que néo ha relagcéo direta entre o nimero de esporos de
Nosema spp. e a perda de colbénias durante o outono e inverno, divergindo da relagéo
encontrada na infeccdo por N. ceranae na Espanha (Higes et al., 2008), e se
assemelhando ao estudo epidemiolégico conduzido por Gisder et al. (2010), que nao

encontraram uma relacdo direta entre os niveis de infec¢gdo por Nosema spp. com a
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mortalidade de colénias na Alemanha, caso em que houve a predominancia da espécie
N. apis.

3.3.2.2 Numero de abelhas com esporos de Nosema.

Na analise individual de abelhas infectadas com Nosema (com presenca de
esporos) foram detectadas diferencas entre as amostras coletadas nos meses de junho

e julho no grupo LIQ, conforme a Tab. 7.

Tabela 7 — Numero e respectivo percentual de abelhas analisadas
individualmente quanto a presenca de esporos de Nosema spp. no
tratamento LIQ nos meses de junho e julho de 2014, em Rio Branco do

Sul - PR.

Més de andlise
Abelhas Junho Julho
Com esporos 45 (45%) 2 13 (15%) b
Sem esporos 55 (55%) 2 65 (85%) b
Total 100 (100%) 88 (100%)

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca entre os meses,
analisado pelo teste X2 quadrado (teste exato de Fisher; p < 0,05).

Também houve diferenca na infeccdo por Nosema spp. entre as abelhas
forrageiras normais e as abelhas moribundas coletadas na frente das colmeias (Tab.
8). Entretanto, eram esperadas mais abelhas infectadas entre as moribundas do que
entre as forrageiras sem sinais clinicos. Esta analise indica que os sinais clinicos
atribuidos & nosemose, como abelhas doentes e mortas em torno da colmeia (OIE,
2013) ndo sdo patognomoénicas da doenca. Estes sinais foram verificados em algumas

colénias durante o outono e inverno nos apiarios envolvidos no estudo.

Tabela 8 — Numero e respectivo percentual de abelhas analisadas
individualmente para esporos de Nosema spp. estratificadas em
moribundas (rastejando na frente da colmeia ou alvado) e forrageiras
normais coletados da mesma colbnia (controle) durante o inverno de
2014, independentemente do tratamento, regido metropolitana de

Curitiba PR.

Abelhas Moribundas Sem Sinais
Com esporos 1(1,5%) @ 10 (11,0%)°
Sem esporos 69 (98,5%) @ 80 (89,0%) "
Total 70 (100%) 90 (100%)

Letras diferentes na mesma linha representa diferenca entre os meses,
analisado pelo teste X2 quadrado (teste exato de Fisher; p < 0,05)
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A possivel infeccdo em outros 6rgéos além do intestino poderia explicar a maior
viruléncia da N.ceranae em relacdo a N. apis, sem a manifestacdo de sinais clinicos de
diarreia. DNA desta espécie foi extraido de glandulas hipofaringeanas, tubos de
Malpighi, cérebro e tecido adiposo (Chen et al., 2009), entretanto estas infec¢des ainda

precisam ser comprovadas.

3.3.2.3 Genotipagem dos esporos por PCR multiplex

De 81 amostras com esporos submetidas a PCR que tiveram sucesso na
amplificacdo do fragmento de DNA para a determinacdo da espécie de Nosema spp.,

74 (91,4%) amplificaram apenas para a N. ceranae e sete amostras (8,6%) também
amplificaram para N.apis, conforme Figura 11 abaixo.
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Figura 11. Sequéncias amplificadas visualizadas em gel de agarose 1,5%. A) amplicons de 143 pb de
N.ceranae nas canaletas 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 13, 14, 15, 16 e 17. A amostra da canaleta 12 também
amplificou para N.apis; a canaleta 18 contém bandas do DNA ladder, com setas indicando o tamanho
de algumas bandas selecionadas. B) as canaletas 8 e 9 (setas) possuem bandas do amplicon de 224
pb da N. apis e de 143 pb da N.ceranae; as canaletas 4, 5, 7 e 10 possuem apenas a banda de 143 pb
da N.ceranae. A canaleta 1 contém banda do DNA ladder e a 3 controle negativo.

A totalidade (100%) das amostras de DNA amplificadas tiveram a presenca da
N. ceranae, nas infeccdes e apenas 8,6% apresentaram a co-infeccdo com a N. apis,
nao conferem com as situacdes encontradas nos levantamentos efetuados em paises
europeus. Gisder at al. (2010) na Alemanha e Forsgren et al. (2013) na Suécia relatam
a predominéncia da N. apis sobre a N. ceranae em anos sucessivos de estudos,
sugerindo que o clima mais frio ao Norte da Europa tenha influéncia na predominancia
da espécie N. apis nesta regido, quando comparados aos indices de 50% de co-
infecgdo com N. apis e N.ceranae em apiarios da Espanha.

Apesar das colmeias do estudo estarem localizadas em uma regidao fria do
Brasil, prevaleceu a presenca da N. ceranae, inclusive numa relagéo superior aos 50%

de co-infeccdo da Espanha (Botias et al., 2013).
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Esses dados vém de encontro ao estudo experimental de Natsopoulou et al.
(2014) que, em condicdes laboratoriais demonstrou a existéncia de competicdo na
infeccdo mista pelas duas espécies de Nosema, onde a ordem de inoculagdo da
espécie determinou a infeccdo inicial, entretanto a N. ceranae se mostrou mais
dominante em relacéo a N.apis.

E possivel que a N. ceranae esteja presente em abelhas africanizadas do Brasil
ha muito tempo, conforme sugerido por Teixeira et al. (2013), e tenha estabelecido
uma relacdo de equilibrio, denominado tolerancia pelo hospedeiro através do tempo.
O mecanismo relacionado a tolerancia ainda ndo estd bem definido, possivelmente
havendo envolvimento de variaveis genéticas, como demonstrado no estudo de Huang
et al. (2014). Mesmo assim, fatores comportamentais como habitos higiénicos e a
influéncia da acado da microbiota intestinal precisam ser pesquisados. Mendoza et al.
(2014b) ndo puderam determinar a causa da resisténcia a infeccdo por N. ceranae
através da selecdo sobre geracbes, mas detectaram menores infecgces em abelhas
africanizadas do que em linhagens europeias puras no experimento conduzido no

Uruguai.

3.3.2.4 Analise histopatoldgica

Na avaliacdo externa dos 6rgaos intestinais (ventriculo e intestino delgado) néo
foram observadas alterac6es morfoldgicas sob aumento de 4X entre abelhas infectadas
e nao infectadas com Nosema spp. Algumas pecas apresentaram diferencas na
coloragéo (Fig. 13), possivelmente relacionada a cor do conteudo intestinal, tendo a

maior parte apresentada cores marrom e amarela.
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Figura 12. Diferentes aspectos macroscopicos na coloragao
externa de ventriculos (ven) e intestino posterior (ip) de
abelhas.

Outra observacdo macroscopica verificada durante a separacdo e maceracao
dos ventriculos foi uma menor resisténcia a fragmentacdo naqueles 6rgdos com altas
concentracbes de esporos (acima de 2 milhdes/abelha) em relacdo aquelas sem
infeccdo, que permaneceram mais unidas em uma substancia pegajosa. Orgdos
esbranquicados e frageis com menor integridade fisica da parede intestinal e
membrana peritréfica sdo patologias relacionadas a infeccdo por Nosema (OIE, 2013;
Maiolino et al., 2014).

Na avaliacdo microscopica dos cortes histolégicos do ventriculo (Fig. 14) foi
observado que as células epiteliais (enterdcitos) na regido apical do citoplasma
estavam ocupadas por diferentes formas de esporos de Nosema spp., com grande

namero de formas basofilicas, o que caracteriza esporos maduros (Higes et al., 2006).
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A Corte hlstologlco de ventriculo de abelha sem infec¢do, B: Tecido ventricular com células infectadas por esporos de Nosema
demostrando falhas na integridade tecidual, enterécitos rompidos e descontinuidade de microvilosidades (setas). Coloragdo HE
aumento 200 X.

C

C e F: Tecido ventricular sem infecgdo mostrando a integridade das microvilosidades (mv) e D: Tecido ventricular com células
parasitadas com Nosema spp. Aumento 400 X, coloracdo HE (D,E) e C coloragdo Giemsa (C)

7 edema

ruptura

esporos

F:Tecido ventricular infectado, edema e ruptura celular na regido apical dos enterécitos G: Esporos basofilos (maduros) de Nosema
spp nha regido apical do citoplasma de enterdcitos, aumento 400 X, F(HE) e G (Giemsa)

Figura 13. Fotomicrografia de cortes histopatolégicas de intestino de abelhas corados com HE(A,B,.D,EF) e
Giemsa (C,G).
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N&o foi observada infeccdo nos enterdcitos da porgdo final do intestino de
abelhas operarias infectadas, apesar da presenca de esporos de Nosema spp. em

macerados nesta porcgao intestinal.

3.3.3 PRODUCAO DE MEL

A producao da primeira colheita de mel foi muito aquém da registrada em anos
anteriores para a época nos mesmos apiarios envolvidas na pesquisa (dados néo
mostrados), resultado que foi atribuido as condic¢des climaticas da primavera de 2014,
gue foram bastante variaveis, com periodos de clima seco e frio, 0 que ndo permitiu
uma boa e propicia producéo de néctar pelas espécies vegetais da regiao.

N&o houve diferenca na média da producao de mel da primeira colheita entre os
trés tratamentos (Tab. 9). Entretanto, a variagdo foi maior nos grupos suplementados
(SOL e LIQ), cujo quartil superior apresentou producdo de 14,3 kg e 12,6 kg
respectivamente, enquanto o grupo nao suplementado (SEM) produziu 9,3 kg de mel.

Esses dados sugerem que a suplementacdo de inverno induz uma melhor e

mais rapida resposta na capacidade produtiva dessas colénias.

Tabela 9 - Média e desvio padrdo da producdo de mel, em kg por colmeia,
producdo da primavera de 2014, nos trés tratamentos. SEM (sem tratamento
suplementar de inverno), SOL (suplementacdo com alimento pastoso) e LIQ
(suplementacéo com xarope liquido), regido metropolitana de Curitiba PR.

Grupos Prod. de mel (kg)
SEM 5,55 +(3,08) @
SOL 8,98 +(7,32) @
LIQ 6,23 + (6,23) 2

Letras iguais na mesma coluna ndo representam diferencas. (p = 0,167
ANOVA one way)

Os diferentes niveis de infeccdo por Nosema spp. verificados entre os
tratamentos durante o inverno nao interferiu na subsequente producédo de mel. Dados
de literatura tém revelado perda na producéao devido a nosemoses. Bravo et al. (2014)
citam uma reducédo de 42% na producéo de mel em coldnias com N. ceranae no Chile,
enquanto Botias et al. (2013) trabalhando com colmeias na Espanha, demonstraram

haver um decréscimo na producdo de mel quando ndo houve controle da N. ceranae.
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Provavelmente pela presenca de boas floradas ainda durante o inverno no presente

estudo, demonstradas pelo transporte de polen pelas forrageiras, as colbnias

recuperaram as condicdes fisioldégicas para a coleta de néctar e armazenamento de

mel. No entanto, a comprovacédo dessa hipotese demandaria um estudo especifico.

3.3.4 INFESTACAO FORETICA POR Varroa destructor EM ABELHAS
OPERARIAS FORRAGEIRAS

O percentual de infestacdo por Varroa nas abelhas operéarias forrageiras da

colénia sofreu declinio durante o periodo analisado em todos os tratamentos (Tab. 10;

Fig. 16). Maiores taxas de infesta¢des por Varroa durante o outono sao descritos em

trabalhos envolvendo abelhas europeias (Dainat et al., 2012).

Tabela 10. Média mensal e desvio padrdo da infestacdo (%) por Varroa nas
abelhas forrageiras da col6nia nos grupos e a média mensal de todos os grupos
avaliados durante mai — jul. 2014, na regido metropolitana de Curitiba PR. SEM
(sem tratamento suplementar de inverno), SOL (suplementacdo com alimento
pastoso) e LIQ (suplementagdo com xarope liquido).

Més

Tratamentos

SEM

SOL

LIQ

Todos

Maio
Junho
Julho

6,03 (£0,50) 2
2,62 (+0,75) b
1,45 (+0,76) ©

5,50 (x0,70) 2
2,85 (+0,58) b
0,72 (+0,61) ¢

4,12 (£0,86) 2
2,04 (+0,88) b
1,30 (+0,97) ©

5,18 (£0,41) 2
2,50 (+0,43) b
1,16 (+0,46) ©

Letras diferentes entre as linhas e colunas representam diferencas entre os
tratamentos e os meses, analisado pelo ANOVA multiple range test (p < 0,05).
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Figura 14. Interacdo entre os fatores tempo (mai. — jul. de 2014) e a infestagéo
(%) do parasito Varroa nas abelhas forrageiras nos 3 tratamentos. SEM (sem
tratamento suplementar de inverno), SOL (suplementa¢cdo com alimento pastoso)
e LIQ (suplementacdo com xarope liquido).

3.3.5 CHEGADA DE POLEN NA COLMEIA

Houve uma diferenca no percentual de operarias forrageiras que carregavam
pblen ao retornarem a colmeia entre os meses analisados (Tab.14). Também houve
diferenca entre os grupos em alguns meses, caracteristica esta que pode ser atribuida
a diversos fatores envolvidos, como a hora do forrageamento, a necessidade
nutricional da coldnia, a qualidade e a concentracédo de acucar no néctar, a distancia da
fonte de alimento (néctar e pélen), além da prépria aptiddo das col6nias, citados como

fatores internos e externos por Abou-Shaara (2014).

Tabela 11- Média mensal e desvio padrao de operarias forrageiras (%)
qgue retornavam com pellets de poélen nas corbiculas em todos os
tratamentos (grupos) mai — jul. 2014, na regido metropolitana de Curitiba

PR.
Meses Operarias com pélen (%)
maio 7,19 (+1,20) 2
junho 26,04 (+1,33) b
julho 39,60 (+1,45) ¢

Letras diferencas na mesma coluna representam diferenca entre os
meses (p < 0,05); ANOVA multiple range test. Nao foi avaliada a
diferenca entre os trés tratamentos nos diferentes meses.
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Figura 15. Interagdo entre os fatores tempo (mai—jun de 2014) e o percentual de
operarias forrageiras com pélen nas corbiculas. Houve diferenga no percentual de
operarias forrageiras que carregavam pélen nas corbiculas entre os diferentes
meses.

E importante ressaltar que apesar de nao ter sido efetuada a classificagédo dos
tipos polinicos presentes, foi observada a predominancia de polen da florada de
bracatinga Mimosa scabrella a partir da coleta de junho, sob microscopia.

3.3.6 CORRELACAO ENTRE ESPOROS DE NOSEMA, VARROA E POLEN

Quando analisada a correlacdo entre fatores, pode ser observada uma
correlagcdo negativa significativa de -0,2927 entre a taxa de infestagdo por Varroa nas
operarias forrageiras e a chegada de pdlen na colmeia. Isso significa que a medida que
aumentou a chegada de pélen houve uma diminui¢do na infestacdo pelo ectoparasita.

Tabela 12 - Matriz de correlac@o de Pearson entre os variaveis status (infecgdo por Nosema
spp., % de infestacdo por Varroa e % de abelhas forrageiras com pdlen), em coldnias de
abelhas africanizadas, durante mai—jul 2015, de todos os grupos (116 col6nias) na regido
metropolitana de Curitiba PR.

Status Pélen Varroa Nosema spp.
] 0 = -0,0922
Polen P = 0,1091
p =-0,2927
Varroa P = 0,0000
0 =0,0453

Nosema spp.
PP P =0,4321
Houve uma correlagdo negativa (p = -0,2927) entre o % de infestacdo por Varroa e chegada
de pdlen na colmeia e sem correlacdo entre as outras variaveis. Teste coeficiente de
correlacdo de Pearson (p < 0,05).
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A correlacdo negativa observada entre a infestacdo por Varroa e poélen foi
também observada na pesquisa com abelha africanizada na mesma regido por
Pegoraro et al. (2013), que avaliaram a reserva interna de pdolen na colmeia e a
infestacdo forética de operérias nutrizes coletadas diretamente dos favos do ninho.
Entretanto, a concluséo estabelecida naquele trabalho, supondo que o aumento da
taxa de infestacdo diminua a reserva de poélen parece invertida, ou seja, que a
disponibilidade de pdélen tenha efeito sobre o controle da Varroa. Dessa forma, a maior
disponibilidade de pdlen e por consequéncia o aumento da chegada deste na colmeia
pelas operarias forrageiras, tenha promovido a diminuicdo da taxa de infestacdo
forética pelo parasita. Apesar da pesquisa de Krajl e Fuchs (2006) ter demonstrado as
implicacdes negativas no comportamento das forrageiras, como a perda da capacidade
de trabalho quando parasitadas, ndo apenas a Varroa, mas também a nosemose
afetaram o comportamento e a habilidade das abelhas forrageiras no retorno a colmeia,
além da reducado do ciclo de vida destas (Kralj e Fuchs, 2006; Kralj e Fuchs 2010;
Schneider, 2011; Naug, 2014). A mesma correlacdo negativa ndo foi verificada em
relacdo a infeccdo por Nosema neste estudo (Quadro 1).

A correlacdo negativa observada entre infestacdo por V. destructor e a chegada
de pdlen pode ser atribuida em maior grau a provavel recuperacao da colénia com a
diminuicdo da infestacdo do que a melhora da habilidade de coleta de p6len com a
diminuicdo da infestacéo. Locke et al. (2014) observaram uma correlacdo negativa (p =
-0,56) entre a taxa de infestacdo por V. destructor e o tamanho da populacdo de
abelhas na colmeia.

O aumento da chegada de pdélen pode ter sido o sinal para estimular a postura
pela rainha, com incremento na area de cria e o desenvolvimento de futuras operarias.
Estas condi¢cdes podem fortalecer a colbnia para impor seus mecanismos de defesa
contra os parasitos, além da possivel diluicdo inicial da taxa de Varroa. Ainda, a
disponibilidade de floradas poderia diminuir o tempo de permanéncia de operarias
forrageiras no interior da colmeia, diminuindo a exposi¢do ao parasito e influenciando
na taxa de infestacdo do parasita nas forrageiras tendo preferéncia na infestacédo de
abelhas nutrizes. Portanto, estudos especificos envolvendo esses fatores sao
necessarios, dado a importancia dos possiveis danos deste ectoparasito para a

coldnia.
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N&o foram detectadas alteracbes nos niveis de esporos de Nosema spp. em
relacdo a chegada de pdélen (Quadro 1). Tampouco foi detectado o esperado aumento
do nimero de esporos no final de inverno (Mulholland et al., 2012). E possivel que a
boa disponibilidade natural de polen, verificada através da chegada deste nas
corbiculas das forrageiras, tenha influenciado no estabelecimento de boas condi¢des
fisiologicas para a colbnia e aumentado a tolerancia frente a infeccdo por N. ceranae,
conforme conclusbes citadas no trabalho de Basualdo et al. (2014). Lodesani et al.
(2012) também comprovaram o efeito da qualidade do pélen sobre o tamanho da
populacao de abelhas da col6nia, influenciando na infeccao por N. ceranae e reduzindo

a perda de colonias no inverno subsequente.

3.3.7 DISCUSSAO GERAL

Novos aspectos epidemioldgicos podem estar associados a forma de infec¢éo da
N. ceranae em abelhas africanizadas A. mellifera no Brasil. Este agente tinha como
hospedeiro original a Apis ceranae originaria da Asia (Fries et al., 1996; Chen et al.,
2009), e foi inicialmente descrito infectando abelhas A. mellifera na Espanha por Higes
et al. (2006).

No Brasil a N. ceranae foi detectada em amostras de abelhas do estado de Séo
Paulo no ano de 2006 (Klee et al., 2007), e posteriormente os achados de Teixeira et
al. (2013) comprovaram a sua presenca em zangfes conservados em alcool desde o

ano de 1978, oriundas do estado do Rio Grande do Sul.

A distribuicdo de esporos de Nosema spp. nas colénias demonstrou ser
relativamente uniforme durante o ano todo, com prevaléncia baixa, se comparada aos
dados e estudos experimentais de outros paises, que seguidamente ultrapassam dez
milhdes por abelha (Higes et al., 2008; Madras-Majewska et al., 2013). Também
contrastam com os achados de Mulholland et al., (2012) e de Traver et al., (2012) que
encontraram maiores concentracbes de esporos no comeco do verdo e menores

COI’]CEI’]U‘&QGGS no outono.

Czekonska (2007) presumiu que o aumento dos niveis de infeccdo durante a

primavera foi devido ao aumento de CO, na colmeia, ao relacionar a rapida proliferacao

48



de N. apis quando abelhas foram incubadas com elevado nivel de CO, em condi¢cbes
experimentais. Por outro lado Madras-Majewska, et al., (2013) encontraram em torno
de 16 milhdes de esporos por abelha no pool de 30 operarias n os meses de fim de
outono e inicio de inverno, e a diminui¢do para préximo de 500 mil esporos no final de

inverno e inicio da primavera na Polbnia.

Neste trabalho n&o foi medido o nivel do gas CO, na colmeia. Considerando que
todas as colmeias eram do modelo Langstroth e sem o uso de redutor de alvado, é
pouco provavel que haja significativa diferenca no nivel dos gases em funcdo da boa

ventilacdo permitida por esse modelo de colmeia.

Em outro estudo experimental, Roberts e Hughes (2014) verificaram que abelhas
adultas com 14 dias de vida, quando inoculadas com esporos de N. ceranae,
apresentaram 10 vezes mais esporos do que abelhas jovens inoculadas com um dia de
vida, o que poderia estar associado ao maior nivel de infeccdo no final de inverno ou

inicio de primavera, periodo em que as operarias tém ciclo de vida maior.

Também em infeccdo experimental, Pettis et al., (2013) obtiveram maiores niveis
de infeccd@o por N. ceranae ao administrarem p6len com diferentes fungicidas oriundos
diretamente de lavouras tratadas com pesticidas nos EUA. Esta possibilidade foi
praticamente descartada para todos os tratamentos desse estudo, especialmente do
grupo LIQ, que apresentou maior infeccdo, por estar localizado dentro de uma area de

reflorestamento com pinus Pinus sp.

Apesar dos estudos que apresentaram maiores niveis de esporos no periodo
primavera/verdo terem sido conduzidos no hemisfério norte, os elevados niveis
encontrados nos meses de maio e junho (outono) no tratamento LIQ deste estudo
reforcam a conclusao da interferéncia direta da pratica de manejo, no caso a forma de
suplementacdo alimentar nesse grupo, e a sensibilidade da interagcdo patdégeno e
hospedeiro, sujeito a possiveis desvios neste equilibrio dependendo de outros fatores
envolvidos. Pettis et al. (2013), em condicbes de laboratério, comprovaram a
sensibilidade dessa interacdo ao fornecerem podlen com diferentes teores e tipos de
fungicidas as abelhas, aumentando a susceptibilidade a infecgéo por N. ceranae.

A auséncia de sinais clinicos e as diferengas nas infec¢des néo interferiram na
perda de colonias durante o outono e inverno e sugerem o estabelecimento de uma

interacdo benigna na epidemiologia evolutiva entre o agente e o hospedeiro no sentido

49



de um convivio de ambos e com rara manifestacdo da doenca, levando a uma
caracteristica enzootica, dificultando a determinacdo exata da contribuicdo deste
agente para a perda de colénias. Pohorecka et al. (2014) conduziram um longo estudo
envolvendo varios agentes relacionados a perda de coldnias na Pol6nia, incluindo
consideravel infeccdo por Nosema spp. e também ndo puderam atribuir a esse agente
a causa direta das perdas.

A presenca da N. ceranae em abelhas do Brasil e Uruguai em periodo anterior a
1990 foi comprovada por investigacdes recentes (Invernizzi et al., 2009; Teixeira et al.,
2013). Esse fato, associado a capacidade das abelhas africanizadas de se adaptarem
e responderem as condi¢cbes externas, podem explicar a presenca do agente em
alguns individuos nas colmeias e sem 0 aparente comprometimento da col6nia.
Técnicas moleculares envolvendo expressdo de genes e metilacdo de DNA tém
comprovado as variacdes da abelha A. mellifera em relacdo as adaptac6es ambientais
e possivelmente relacionadas a tolerancia a patégenos (Wallberg et al., 2014). Entre as
diferentes espécies de abelhas, estudos comparativos com a Apis ceranae - espécie de
abelhas de paises asiaticos e pouco domesticados - apresentaram uma maior
variabilidade dos peptideos antimicrobianos desta, especialmente a himenoptecina,
guando compara a A. mellifera (Xu et al., 2009).

A presenca de esporos de N. ceranae em todos 0s apiarios e na maioria das
colmeias do estudo, a infeccao de células do epitélio ventricular intestinal, porém, sem
conteuldo intestinal viscoso e amarelado e sem a manifestacdo de sinais clinicos de
diarreia, caracterizam a forma de acdo da N. ceranae em abelhas A. mellifera
africanizada deste estudo.

A predilecdo pelo ventriculo sem afetar outros Orgdos pode explicar a forma
clinica desse agente, sem manifestar sinais relacionados a diarreia (Higes et al., 2008).
Os orgaos do intestino posterior estdo funcionalmente mais envolvidos no equilibrio
hidroeletrolitico (Cruz-Landim, 2009).

Chen et al. (2009) detectaram DNA de N. ceranae em outros em Orgdos como,
glandulas hipofaringeanas, tubos de Malpighi, glandulas salivares e gordura corporal
em diferentes quantidades por PCR de alta sensibilidade. A néo visualizacdo de
infeccéo nas células epiteliais do intestino posterior (piloro, ileo e reto), apesar de terem
sido detectados esporos no macerado destes 6rgaos, sugerem que a presenca destes
esporos é do conteudo intestinal (Ilimen). A manipulacdo de 6rgdos pode levar a

possivel contaminacéo durante o processo de manipulacao.
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Estudos especificos e quantitativos sdo necessarios para comprovar se esta é
uma caracteristica da N. ceranae, ou se no presente estudo o nivel de infeccédo e a
reconstituicdo celular foram suficientes para a manutencédo da integridade tecidual e
consequentemente nao implicaram na manifestacdo dos sinais clinicos relacionados a
diarreia. Bekele et al. (2014), em um relato de caso ocorrido em Missesota, EUA,
evidenciaram diarreia em uma colmeia infectada por N. ceranae.

Nos achados histopatolégicos foram observadas as formas maduras
(basofilicas) ocupando a regido apical do citoplasma das células endoteliais, a exemplo
do descrito por Higes et al. (2006). Entretanto ndo foi possivel visualizar ocupacéo
basal e aumento hipertréfico das células parasitadas citadas pelo mesmo autor. A
alteracdo na morfologia celular assemelha-se a um edema, semelhante ao descrito por
Maiolino et al. (2014), como um alargamento do citoplasma na porcéo apical. Outras
alteracBes na estrutura das células ventriculares, como a observacdo de vacuolos no
interior do citoplasma indicando sinais de necrose e lise celular (Higes et al., 2008),
bem como as alteragbes na forma da membrana peritréfica indicando sinais de
degeneracdo, foram observadas em alguns cortes, em concordancia ao descrito por
Dussaubat et al., (2012) e Maiolino et al., (2014).

Contudo, se a infeccdo ocorre e sem manifestacao de sinais clinicos visiveis na
colonia. E possivel afirmar que a infeccdo por N. ceranae em colonias de abelha
africanizada tem, em geral, um desenvolvimento benigno, possivelmente pela
habilidade dessa linhagem de rapidamente regenerar a colbnia via reposicdo de
individuos pela postura da rainha, caracteristica citada recentemente por Simeunovic et
al. (2014). Mendoza et al. (2014a) também encontraram menores infec¢des de N.
ceranae em abelhas africanizadas do que nas abelhas de origem europeia no Uruguai.

Essa relacdo de compensacgéo estabelecida pode ser interrompida por fatores
externos. Praticas de manejo tais como a forma e tipo de alimento fornecido podem
alterar o nivel de individuos infectados, aumentando o nimero de esporos da colénia. E
possivel supor que se tal pratica persistir por um longo periodo e ndo houver o aporte
alimentar, especialmente de pdlen para induzir e sustentar 0os nutrientes necessarios
para a postura e o desenvolvimento da fase larval, a infeccéo por N. ceranae poderia
levar ao enfraquecimento da colénia ou mesmo ao seu colapso. Também pode-se
supor que se a infeccdo atingir outras castas como a rainha, as consequéncias tanto na
postura como na reducdo da longevidade da rainha levariam a col6nia ao mesmo

caminho, ou seja, 0 enfraquecimento que pode gerar o colapso ou mesmo a perda da
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rainha, tornando a colénia 6rfd e sem ovos ou larvas para a reposicdo. Neste
experimento foram encontradas seis colonias zanganeiras durante os meses de maio a
agosto de 2014.

Infeccbes experimentais tém comprovado a reducdo no tempo de vida de
abelhas infectadas por N. ceranae (Higes et al., 2007; Dussaubat et al., 2012) e a
infeccéo atinge as diferentes castas da colonia incluindo a rainha (Traver e Fell, 2012;
Chaimanee et al., 2014). Portanto, medidas que reduzam a infeccdo interna da colbnia,
especialmente para diminuir a transmissdo horizontal entre individuos, e o risco de
atingir a rainha para ndo comprometer o nucleo multiplicador da colmeia, precisam ser
adotadas.

Na totalidade das amostras de esporos processadas em que foi possivel a
determinacdo da espécie verificou-se a presenca de N. ceranae. Este estudo
demonstra a predominancia desta espécie mesmo em regides mais frias do Brasil, e
sustenta as suposicdes de Teixeira (2013) de que esta espécie esta presente nas
abelhas do Brasil ha muito mais tempo do que o suposto. Porém, o estudo nao
corrobora com os achados do estudo de Gisder et al. (2010) sobre a predominancia da
N. ceranae em apiarios localizados em clima mais ameno, ao descrever a prevaléncia
de N. apis em relacdo a N. ceranae em regifes mais frias ao norte da Europa. Também
divergem sobre a predominancia da N. apis encontrados na Suécia, em estudos de
prevaléncia realizados por Forsgren et al. (2013). Porém, corrobora com os achados de
infeccbes experimentais realizadas por Natsopoulou et al. (2014), que verificaram uma
vantagem competitiva para a N. ceranae em relacdo a N. apis quando induziram com
infeccbes em condi¢cBes de laboratério com ambiente controlado.

A correlacdo negativa entre a infestacao por V. destructor e a chegada de pdlen
na colmeia néo foi verificada em relacao a infec¢cdo por Nosema spp neste estudo.

Em funcéo das constantes e elevadas perdas de colbnias de AHB localizadas
em regides de clima frio no sul do Brasil durante o outono e inverno, novos estudos
especificos envolvendo o efeito da infestacdo por Varroa em abelha africanizada
precisam ser efetuados, especialmente para verificar se as correlacdes dos achados de
Locke et al. (2014) tém o mesmo comportamento nessa linhagem. Tudo indica que as
coloénias que crescem mais rapidamente durante o inverno sofrem menor impacto da

infestacdo por Varroa e, consequentemente, tenham menor predisposi¢cédo ao colapso.
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CAPITULO IV

4 CONCLUSAO E CONSIDERACOES

4.1 CONCLUSOES GERAIS

As perdas de colonias de abelhas durante o outono/inverno que ocorre entre 0os

meses de maio e agosto foi de 19% nas colonias estudadas.

A Nosema spp. esteve presente nos apiarios e na maioria das colmeias durante
0 ano todo sem sazonalidade, e ndo foi a causa direta da perda de colonias que

ocorrem durante o outono e inverno na regiao.

A maioria das infeccbes é causada pelo agente N. ceranae e possui
comportamento epidemioldgico enzodtico, com moderado nimero de esporos

por abelha e de baixo niumero de individuos infectados.

A infeccao por Nosema em abelhas africanizadas na regido estudada apresenta
caracteristica epidemiolégica de enzootia, cuja relacédo de equilibrio estabelecida
entre 0 agente e o hospedeiro pode ser afetada por outros fatores como o
manejo alimentar, aumentando o numero de individuos infectados,

possivelmente pela transmisséo horizontal intracolonia da Nosema spp.

O polen (chegada de polen) na colmeia ndo apresenta correlacdo com a taxa de
infeccdo de Nosema spp. e tem uma correlagdo negativa com a taxa de

infestacdo forética por Varroa destructor nas abelhas operarias forrageiras.
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4.2 CONSIDERACOES FINAIS

Dada a importancia da cadeia da apicultura para a economia nacional, é urgente
a necessidade do estado brasileiro apoiar trabalhos e estudos sobre os problemas que
afetam a saude das abelhas, cujos resultados auxiliariam os produtores na tomada de

deciséo sobre a necessidade do uso de produtos nas colmeias.

Ha necessidade de se testar manejos ou produtos para diminuir o risco da
transmissdo de esporos de Nosema spp., tais como a adicdo de acidos organicos
naturais na alimentagéo liquida suplementar, visando inativar a viabilidade dos esporos

contaminantes nesta fonte.
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Apéndice 1:

Quadro 1: Sintese das atividades (coleta de material) realizadas durante o experimento.

Variavel/teste

Periodo

Método

Amostras

Fonte

Infeccéo anual

por Nosema spp.

ago/13 a jul/14

Coleta mensal de
um pool de
forrageiras da
colénia

156 amostras
compostas de pool
de operarias

(Teixeira et al.,
2010; Traver et al.,
2012; Botias et al.,
2013; Madras-
Majewska et al.,
2013; Pohorecka

et al., 2014;
Shutler et al.,
2014)
Perda de maio/14 a ago/14 Inspecéo das 116 colbnias (Gisder at al.,
colbnias colméias 2010) utilizado
Esporos de maio/14 a jul/14 Coleta mensal de 321 amostras de | (Teixeira et al.,
Nosema spp. no um pool pool de operarias | 2010; Traver et al.,

outono/inverno

forrageiras da col.

2012; Botias et al.,
2013; Madras-
Majewska et al.,
2013; Pohorecka

et al., 2014;
Shutler et al.,
2014)

Abelhas com jun/14 e jul/14 Coleta de 70 abelhas (Pettis et al., 2013)

esp. de Nosema forrageiras moribundas e 278 | (Smith, 2012)

spp. operarias adaptado

Infestacéo de
forrageiras por
Varroa (%)

maio/14 a jul/14

Contagem de
Varroa e de
forrageiras

321 amostras de
pool de operarias

(Dietmann et al.,
2013) modificado

Taxa de maio/14 a jul/14 Contagem de 303 amostras de | Pegoraro 2011
operarias com forrageiras com pool de operéarias | (adaptado)
pélen (%) polen nas
corbiculas
Producédo de mel set/14 a 21 de Pesagem do mel 61 colmeias (Medina-Flores et
dez/14 por colmeia al., 2014)
(colbnia)

Det. espécies

out/14 a fev/14

Extracdo de DNA

81 amostras

(Fries et al., 2013)

esporos e amplificacdo por compostas do
PCR Multiplex macerado de pool
de abelhas
Processamento ago/14 a out/14 Cortes 15 abelhas (Higes et al., 2008;
histopatolégico histologicos de Maiolino et al.,
intestino 2014)
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Apéndice 2:

Tabela 13. Componentes e o respectivo volume da suplementagéo alimentar de inverno

fornecida as coldnias para os tratamentos SOL e LIQ.

Volume

Componentes Suplemento Liquido (LIQ) Suplemento Pastoso (SOL)

AcUcar 3 kg 4 kg
Agua 1L -
Mel - 1 kg
Premix 40 g -
Pdlen - 50g
Acido citrico 5g -
Acido latico 2,5mL -
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Figura 16. Imagem da regido metropolitana de Curitiba - PR demonstrando a localizacéo geogréfica dos
apiarios que compunham os trés grupos envolvidos no estudo, na
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