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DETECCAO DA Nosema spp. E DA Varroa destructor EM COLMEIAS DE Apis
mellifera NO SEMI-ARIDO NORDESTINO.

PAIVA, Charle da Silva. Detecc¢éo da nosema spp. e da varroa destructor em colmeias de
apis mellifera no semiarido nordestino. 2014. 40f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) — Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA), Mossor6-RN, 2014.

RESUMO: A Nosemose é hoje uma das principais ameacas a apicultura rentavel, logo depois
da varroose. Dado ser uma doenca da qual se tem um conhecimento recente entre a
comunidade cientifica, a falta de conhecimento e por vezes uma displicéncia entre 0s
apicultores. Portanto objetivou-se neste trabalho a detec¢do do patdgeno Nosema spp. e do
acaro Varroa destructor em colmeias ndo alimentadas e alimentadas com “p6 de podlen”
durante o periodo de escassez de chuva. O experimento foi desenvolvido de junho a dezembro
de 2013, no Municipio de Jaguaruana — Estado do Ceard, onde ocorreu a instalagdo das
colmeias e coleta das abelhas, ja a segunda etapa foi realizada no Municipio de Mossoro -
RN, onde se realizou em laboratdério a contagem de &caro e deteccdo da Nosema spp. Os
dados coletados de Nosema spp. e infestacdo por Varroa destructor foram analisados
estatisticamente mediante o uso do programa “software R versdo 2.3.0”. Os resultados obtidos
mostraram que quando foi comparado entre colmeias alimentadas e ndo alimentadas a
presenca de Nosema spp em abelhas Apis mellifera coletadas dentro e fora das colmeias, néo
houve diferenca entre os tratamentos. Bem como ndo apresentaram diferencas estatisticas
quanto ao local de coleta das abelhas. Também se constatou que o nivel de infestacdo de acaro
Varroa destructor ndo influenciou o nivel de presenca de Nosema spp., quando comparado a
colmeias alimentadas e nao alimentadas. No entanto, ndo podemos afirmar que o “p6 de
polen” nas condi¢Bes do experimento, ndo seja uma fonte de contaminacdo, uma vez que a
Nosema spp. pode se desenvolver em temperaturas mais elevadas.

Palavras chaves: Apis mellifera; Nosema spp; Abelhas; Deteccao.



DETECTION OF Nosema spp. AND Varroa destructor IN Apis mellifera HIVES IN
SEMIARID NORTHEAST.

PAIVA, Charle da Silva. Detection of Nosema spp. and Varroa destructor in Apis mellifera
hives in semiarid northeast. 2014. 40f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Federal Rural do Semiérido (UFERSA), Mossor6-RN, 2014.

SUMMARY: The Nosemosis is today one of the major threats to profitable beekeeping, just
after varroa. Since it is a disease which has only recently become aware of the scientific
community, the lack of knowledge and often a carelessness among beekeepers. Therefore this
study aimed to detect the pathogen Nosema spp. and the V. destructor mite in non-fed and fed
beehives " pollen dust” during the period of low rainfall. The experiment was conducted from
June to December 2013, in the city of Jaguaruana, Ceara, where the installation of beehives
and collecting bees occurred since the second stage was performed in city of Mossor6 RN,
which took place in the laboratory mite count and detection of Nosema spp. The data gathered
from Nosema spp. and Varroa destructor infestation were statistically analyzed by using the
program "R software version 2.3.0." The results showed that when comparing between
beehives fed and not fed to the presence of Nosema spp. in honeybees collected inside and
outside the beehives, there was no difference between treatments. As well as showed no
statistics regarding the collection site differences of the bees. It was also found that the level
of infestation of the mite Varroa destructor did not influence the level of presence of Nosema
spp., when compared to beehives fed and not fed. However, we can not affirm that the "pollen
dust™ under the experimental conditions, is not a source of contamination, since the Nosema
spp. can develop at higher temperatures.

Key words: Apis mellifera; Nosema spp; Bees; Detection.
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1. INTRODUCAO

Na producdo animal a alimentacdo representa um dos maiores encargos financeiros e
como tal, todos os fatores que a influenciem terdo necessariamente repercussées econdmicas
significativas para o produtor, com impacto a vérios niveis. A ma qualidade de um alimento, a
exemplo da presenca de substancias toxicas, obriga ao seu tratamento ou, em casos extremos,
a sua nao utilizacdo, com todos os custos inerentes; os efeitos nefastos tém também reflexos
nos animais, reduzindo o seu desempenho produtivo, causando doengas ou podendo mesmo
ser letais (GALEY, 1997).

Na apicultura a alimentacdo ndo se apresenta como um dos principais encargos
financeiros, mas assim como em outras atividades pecuérias ela também sofre com diversos
problemas, como por exemplo, a disseminacdo de certas doencas via alimenta¢do, em
detrimento de um alimento de baixa qualidade. Atualmente a apicultura representa grande
importancia na producdo do mel, polen, propolis, cera, geleia real, apitoxina, mas
principalmente na polinizagdo das plantas, tendo com isso maxima importancia na producdo
mundial de alimentos.

Uma estimativa realizada recentemente aponta que 87 das principais culturas
alimentares do mundo dependem da polinizacdo por animais (KLEIN et al., 2007) e em
termos monetarios, os servicos dos polinizadores geram uma receita de aproximadamente 117
bilhGes de ddlares ao ano considerando apenas os cultivos agricolas (COSTANZA et al .
1997). Com isso, é importante destacar que as abelhas, em especial a Apis mellifera L.
(Hymenoptera: Apidae), séo os principais polinizadores de monoculturas em todo o mundo
(WATANABE, 1994).

O polen coletado nas anteras das flores € essencial para a nutricdo das abelhas Apis
mellifera L., pois prové recurso de proteina principalmente para larvas e adultos (ZERBO et
al., 2001). Segundo Crailsheim (1990), o consumo de pdlen pelas abelhas nutrizes é
importante, pois elas sé produzem a geleia real a partir dos nutrientes liberados pela digestdo
do polen, que é metabolizado pelas células de suas glandulas hipofaringeanas e mandibulares.

Em algumas regides onde a principal atividade apicola é a produgédo de polen, sendo
que durante o processamento do pdlen, ¢ obtido o “pd de polen”, esse produto tem uma boa
composicao nutricional e alta palatabilidade, uma vez que € um produto natural das abelhas.
Tendo em vista o facil acesso a esse produto nessas regides, durante o periodo de escassez de

alimento muitos apicultores vém utilizando o “p6 de pdlen” na composi¢do de dietas para a
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alimentacdo de suas colmeias, mas muitos pesquisadores tem levantado uma questdo acerca
da utilizagdo desse produto, de que o polen pode ser uma fonte de contaminagdo da Nosema
spp.

A nosemose é hoje uma das principais ameacas a apicultura rentavel, logo depois da
varroose. Dado ser uma doenca da qual se tem um conhecimento recente entre a comunidade
cientifica e um quase desconhecimento e por vezes uma displicéncia entre os apicultores
(NUNES E RELVA, sd).

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Deteccdo do patdogeno Nosema spp em colmeias de abelhas africanizadas (Apis
mellifera L.) ndo alimentadas, e alimentadas com uma racao a base de “p6 de pdlen” durante o

periodo de junho a dezembro.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar a presenca e/ou auséncia da Nosema spp em abelhas capturadas dentro de
colmeias alimentadas e ndo alimentadas, e compara-las entre si.

e Detectar a presenca e/ou auséncia da Nosema spp em abelhas capturadas fora de
colmeias alimentadas e ndo alimentadas, e compara-las entre si.

e ldentificar a infestacdo de Varroa destructor em colmeias alimentadas e néo
alimentadas.

e Comparar o nivel de infestacdo de Varroa destructor com a presenca e/ou auséncia da

Nosema spp.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1  Importancia das abelhas no Brasil e no Mundo

A apicultura é uma atividade muito antiga, existem registros de pinturas primitivas
encontradas na Espanha e na Africa. A utilizacdo dos produtos das abelhas pelo homem §é
estimada ha mais de 7.000 anos, para fins alimentares e medicinais. No Brasil a apicultura
iniciou-se com a introducdo das abelhas Apis mellifera no estado do Rio de Janeiro no ano de
1839 realizadas pelo padre Anténio Carneiro (SOUZA, 2007).

Por volta de 1956 as abelhas africanas foram introduzidas no Brasil pelo professor
Kerr e a partir deste momento ocorreu uma revolucdo da apicultura no Brasil, onde ocorreu o
cruzamento entre abelhas europeias (Apis mellifera mellifera, Apis mellifera ligustica, Apis
mellifera caucasica e Apis mellifera carnica) com a abelha africana (Apis mellifera
scutellata), que originou um hibrido que é conhecido atualmente como abelhas africanizadas
(CAMARGO et al., 2002; BOHLKE E PALMEIRA, 2006).

Entre os polinizadores, as abelhas (Apis mellifera) sdo muito importantes, pois elas séo
responsaveis pela polinizacdo de diversas culturas, isso implica dizer que, as abelhas séo
importantes para a manutencdo de varias espécies em todo o mundo (MORSE E
CALDERONE, 2000).

Atualmente a atividade é realizada por apicultores em todo o0 mundo (BENDER et al.,
2007), compdem a lista dos maiores produtores de mel, paises como: China, Turquia, Ucrania,
Estados Unidos, Russia e india. Segundo banco de dados estatisticos da Organizacdo das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAOSTAT, 2013) em 2011 a produgéo
mundial total de mel foi de 1.636.399 toneladas. A participacdo dos cincos principais paises
produtores de mel, composta por China, Turquia, Ucrania, Estados Unidos e Russia foi de
aproximadamente 45,1% da producdo mundial em 2011 (FAOSTAT, 2013).

Segundo dados da FAO (FAOSTAT, 2013), a China em 2011 produziu cerca 27,3% da
producdo mundial, em comparacdo com a Turquia, que produziu aproximadamente 5,76% do
total, a Ucréania, com 4,30%, os Estados Unidos, com 4,09%, e a Rdssia, com 3,67%, outros
paises que também se destacaram na producdo em 2011, foi a india (3,67%), a Argentina
(3,60%), o México (3,53%), Etiopia (3,28%) e Iran (2,87%).
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Entre os anos de 2003 e 2004, as importacGes do mel da China pelos paises da Europa
foram suspensas, em decorréncia da presenca de residuos de antibidticos no mel, isso
acarretou no aumento da demanda internacional e consequentemente no preco do produto.
Além da proibicdo das exportacdes da China para Europa, os Estados Unidos também proibiu
a importacdo de mel da Argentina (SEBRAE, 2006; SOUZA, 2007). Atrelado a essa situagao,
nessa época o mercado brasileiro enfrentava a desvalorizagdo do real em relagdo ao dolar, o
que resultou em aumento no preco do mel vendido pelos produtores que custava em torno de
R$1,60 por quilo, e esse mesmo quilo de mel passou a ser vendido a R$5,00 (SOUZA, 2007).

O Brasil ocupa a décima primeira colocacdo entre os maiores produtores de mel do
mundo, com participacdo na producdo de 2,54%, com isso sendo segundo maior produtor da
Ameérica do Sul, correspondendo com 30,71% da producdo continente. A producdo de mel foi
de 41.578 toneladas no ano de 2011, do qual pode ser observado um significativo aumento em
comparagdo com o ano anterior, que foi de 38.017 toneladas (FAOSTAT, 2013). No entanto, 0
aumento da producdo em cerca de 9,4% foi acompanhado pelo recuo no preco de
aproximadamente 3,0% no mesmo periodo (IBGE, 2011).

Além de realizar a polinizacdo de diversas plantas, as abelhas A. mellifera que sédo
mais conhecidas como “abelhas meliferas” sdo criadas racionalmente em praticamente todo o
mundo para obtencdo dos seus produtos de finalidade econdémica. Na atualidade, o papel
ecoldgico e econdmico que as abelhas representam, estd se comprometendo em fungdo da

diminuicdo desses polinizadores em todo o mundo (PUKER, 2011).

3.2 Principais problemas causados por patégenos em abelhas meliferas no mundo

O constante declinio das populacbes de Apis mellifera por quase todo o mundo, tem
trazido preocupacdo de cientistas, isso trouxe a tona a discussdo dos problemas causados de
forma direta ou indireta por patégenos que acometem as abelhas meliferas, uma vez que tem
influencia direta na producdo de produtos apicolas e agricolas. Com perdas alarmantes do
namero de colbnias, ndo apenas os apicultores estdo tendo prejuizos em decorréncia da queda
na producdo, mas também os agricultores estdo sendo prejudicados devido & necessidade de
polinizagdo em suas lavouras. Embora mundialmente o niamero de col6nias disponiveis para a
polinizagdo tenha aumentado ao longo dos anos, esse aumento ndo acompanhou o0
crescimento de area plantada com culturas agricolas que sdo dependentes das abelhas para a
polinizacdo (AIZEN E HARDER, 2009).
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Como as abelhas meliferas séo insetos sociais, isso provavelmente, facilita a infec¢éo,
sobrevivéncia e disseminacdo de parasitas (FRIES E CAMAZINE, 2001). Os interiores dos
ninhos de insetos sociais oferecem abrigo e proporciona um microclima com temperaturas e
umidade controladas que sdo propicias ao desenvolvimento de determinados micro-
organismos e parasitas (FRIES E CAMAZINE, 2001); além disso, a alta densidade
populacional dentro do ninho e as frequentes interacdes entre eles, como, a alimentagcdo de
larvas, comunicacdo, limpeza e trofalaxia proporcionam condi¢Ges propicias para
sobrevivéncia e disseminacdo desses organismos (FRIES E CAMAZINE 2001; INVERNIZZI
et al., 2009).

A recente sindrome “Colony Collapse Disorder” (CCD) que esta difundida em
col6nias no hemisfério norte, e que afeta as abelhas meliferas (Apis mellifera) é caracterizada
por um subito desaparecimento das abelhas da colmeia (OLDROYD, 2007). Diversas causas
para a origem da CCD tém sido propostas, tais como pesticidas, patégenos, parasitas e
degradacdo de habitat natural (COX-FOSTER et al., 2007 E NAUG, 2009). No entanto, a
contribuicdo relativa desses fatores estressantes em eventos de CCD, ainda permanece
desconhecida. Alguns cientistas e os apicultores desconfiam que o0s pesticidas sejam o
principal suspeito do enfraguecimento das colénias (OLDROYD, 2007) ou pelo menos, a
interacdo com outros fatores estressantes (ALAUX, 2010 E VIDAU, 2011).

Apesar de ainda ndo haver um consenso sobre as origens da CCD, pesquisas ndo
conclusivas demonstram que os patogenos podem estar ligados as possiveis causas (COX-
FOSTER et al., 2007), provavelmente eles atuem de forma sinérgica a outros fatores, tais
como exposicdo cronica a pesticidas, nutricdo inadequada de ambos, imaturos e adultos,
regulacdo inadequada da temperatura do interior da colonia , dentre outros (OLDROYD,
2007).

Ha bem pouco tempo atras foi identificado no continente europeu um fendémeno
parecido com o CCD reportado nos EUA em 2006. Foi registrado por cientistas espanhdis, o
fenomeno recebeu o nome de “Sindrome de Despoblamiento de 1as Colmenas ” (HIGES et
al., 2005), os sintomas eram similares aos da CCD. As causas do fenbmeno europeu ainda
permanecem ocultas, embora haja fortes indicios de que patdgenos sejam 0s principais
causadores (HIGES et al., 2009c; HIGES et al., 2010). Todavia, ressalta-se que uma gama de
organismos tais como &caros, bactérias, fungos e virus (BAILEY E BALL 1991; ELLIS E
MUNN, 2005) acometem as abelhas meliferas por todo o mundo.

3.3 Principais doencas das abelhas no Brasil e no Mundo
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No Brasil, embora a atividade apicola ndo tenha dimensdes equivalentes a de outros
paises como, Argentina, China e EUA, ela vem a cada ano desenvolvendo-se e aumentando,
mesmo que nao linearmente, sua participacdo no mercado internacional com o incremento de
suas exportacdes, principalmente, com o incremento da producéo de mel no nordeste do pais.
Em funcdo do aumento de sua importancia econémica, 0s aspectos sanitarios também tomam
uma grande importancia, principalmente, por conta das possibilidades de uso inadequado de
medicamentos que podem além de contaminar, comprometer a comercializacdo dos produtos
apicolas (PUKER, 2011).

Pereira et al. (2003) afirmam que em abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) as
doencas exercem efeitos deletérios tanto sobre o seu desenvolvimento quanto a sua
produtividade, ocasionando em prejuizos para o apicultor e para 0 ecossistema, ja sdo
conhecidos bactérias, fungos, virus e acaros como agentes patogénicos destas abelhas,
podendo afetar diferentes fases de seu desenvolvimento, desde a fase larval até as abelhas

adultas.

3.3.1 Criaensacada brasileira

A cria ensacada brasileira (CEB) é uma doenca que tem uma alta e rapida mortalidade
das larvas pré-pupas que diferentemente no Brasil, a doenca tem como agente causador o
polen da planta barbatiméo (Stryphnodendron sp.) e ndo o virus, agente causador fora do Pais,
0 virus "Sac Brood Virus" (SBV) (MESSAGE, 2002). Deste modo, através de testes em
laboratdrio Carvalho (1998) indicou ser o pdlen de Stryphnodendron polyphyllum Mart. 1837
(Mimosoideae) o responsavel pela CEB. Como nenhum virus foi encontrado em estudo
anterior dessa doenca no Brasil (MESSAGE et al., 1995), o pélen de Stryphnodendron
polyphyllum foi responsabilizado pela mortandade observada no pais e a doenca passou a ser
chamada cria ensacada brasileira (MESSAGE, 1997).

CASTAGNINO (2002) observou mortalidade na cria de Apis mellifera durante a época
de florescimento de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville 1910 (Mimosoideae) e com
isso ele atribuiu ao polen desta arvore a causa da cria ensacada brasileira. Comumente a
colmeia doente apresenta invasdo de outros “inimigos” como formigas e forideos, termo este
com origem no grego “foridas” que significa ladrdo e tem como um dos exemplos a

Pseudohypocera kertesi, ou ainda, podendo ocorrer a fuga de enxames (MORETTO, 2000).
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3.3.2 Criagiz

Fungos também provocam doencas em abelhas, a Ascosphaera apis causa a uma
doenga que ¢ comumente conhecida como “cria giz” onde ocorre a mumificagdo de larvas e
pupas. As larvas infectadas geralmente morrem apds a operculacdo das células e podem
alterar a coloragdo natural, para cinza ou para preto (BAILEY E BALL, 1991). No Brasil,
relatou-se casos isolados de “cria giz” em Sdo Paulo (ROCHA et al., 1998) ¢ no Rio Grande
do Sul, préximo da fronteira com Argentina e Uruguai (SATTLER et al., 1998).

Em recente estudo, também foi detectada no interior do Rio Grande do Sul, onde
mostra 0 avanco desta doenca. (CASTAGNINO et al., 2006). O p6len desempenha importante
papel na transmissdo do agente dessa enfermidade, e também apresenta uma predisposicdo
para infeccdo quando ausente na dieta das abelhas (FLORES et al., 2005a).

3.3.3 Cria putrida americana

Na atividade apicola tem sido expressiva a contamina¢do de colmeias por agentes
bacterianos que afetam as crias de Apis mellifera (PEREIRA et al., 2003). A Cria Putrida
Americana (CPA) é uma patologia de abelhas meliferas causadas pela bactéria Gram Positiva
Paenibacillus larvae (White) (GENERSCH et al. 2006). No Brasil, essa bactéria foi detectada
em mel importado comercializado no pais (COSTA 1995).

Ndo ha relatos da ocorréncia dessa doenca no Brasil, embora tenham sido
identificados esporos da Paenibacillus larvae em mel e pélen importados e também em mel
do favo e abelhas adultas de colmeias no Rio Grande do Sul (SCHUCH et al., 2003).

Considera-se a CPA como a patologia mais grave de crias de abelhas, em decorréncia
da sua acdo rapida (HANSEN E BRODSGAARD, 1999), a alta resisténcia as condicGes
ambientais (HASEMAN, 1961) e por ser amplamente distribuida por todo o mundo (ELLIS E
MUNN, 2005).

3.3.4 Cria putrida europeia
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A Cria Putrida Europeia (CPE) tem como seu agente transmissor o Melissococcus
pluton (BAILEY, 1983), associado a uma diversidade de bactérias secundarias como: Bacillus
alvei, Bacillus thiaminolyticus, Bacillus laterosporus, Bacterium eurydice, Streptococcus apis
e Enterococcus faecalis. (BAILEY E BALL, 1991). Essa doenca ocorre no Brasil, mas ha

poucos relatos sobre sua difuséo e perdas (MESSAGE, 2002).

3.3.5 Nosemose

A nosemose é uma patologia que acomete as abelhas africanizadas no Brasil (VAN
EMMELEN, 1952; NASCIMENTO, 1970), seus agentes etioldgicos causadores sdo 0s
microsporideos Nosema apis Zander, que foi detectada desde o inicio do século passado no
Brasil e Nosema ceranae Fries et al. detectada recentemente em Altindpolis (Sdo Paulo,
Brasil) (KLEE et al., 2007).

A contaminacdo ocorre quando as abelhas ingerem esporos presentes na dgua ou no
alimento (po6len e mel), além disso, as abelhas operarias se contaminam quando realizam a
limpeza das fezes na colbnia, e essas fezes estdo contaminadas por esporos (BAILEY E
BALL, 1991).

Os esporos chegam até as col6nias através da coleta e ingestdo de pélen contaminado
(HIGES et al., 2008; NASCIMENTO, 1970). O pdlen pode ser contaminado com esporos de
Nosema ceranae, mas a origem do polen contaminado € da propria abelha, portanto, a abelha
se auto contamina durante o processo de coleta do polen na flor (HIGES et al., 2008). Por
volta de 40 anos antes de Higes et al. (2008) realizarem essa documentacéo, foi evidenciado a
presenca de esporos de Nosema apis tanto no polen forrageado quanto nas flores de milho
visitadas (NASCIMENTO, 1970). Evidencia-se que o poélen tem grande importancia na
disseminacéo do agente causador dessa doenca, uma vez que se constituem em uma perigosa
fonte de contaminag&o das abelhas (PUKER, 2011).

Paxton et al. (2007) ao compararem a viruléncia de Nosema apis e de Nosema ceranae
constataram que a Nosema ceranae provoca uma maior mortalidade nas abelhas quando
comparada com a Nosema apis, no entanto, Forsgren e Fries (2010) ao compararem as taxas
de multiplicagdo entre as duas espécies de Nosema, observaram diferengas minimas. Contudo,
a mortalidade causada pela Nosema ceranae ndo foi significativamente superior a causada
pela Nosema apis (FORSGREN E FRIES, 2010).
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3.3.5.1 Diagnostico da Nosema apis e Nosema ceranae

De acordo com o anteriormente discutido, a nosemose € uma doenca que acomete
abelhas adultas, e € causada por duas espécies de fungos microsporidia, Nosema apis e
Nosema ceranae (FRIES et al. 1996; HIGES et al., 2006).

Durante décadas foi considerado que Nosema apis era 0 Unico agente causador da
nosemose em Apis mellifera (FRIES, 2010). No entanto, estudos recentes tém mostrado que a
Nosema ceranae também parasita abelhas meliferas em Paises do ocidente (FRIES et al.
1996; HIGES et al. 2006), e que isto pode esta relacionado com a perda de col6nias ( HIGES
et al. 2006; HIGES et al. 2007; HIGES et al., 2008). Atualmente, a predominancia de Nosema
ceranae no mundo é maior do que Nosema apis (KLEE et al. 2007, MARTIN-HERNANDEZ
et al. 2007; INVERNIZZI et al. 2009; MARTINEZ et al., 2012).

Estudos realizados por Klee et al. (2007), Higes et al. (2007) e Chen et al. (2008)
destacaram a alta patogenicidade de Nosema ceranae presente em seu hospedeiro a Apis
mellifera. As altas taxas de mortalidade de abelhas meliferas causadas por Nosema ceranae
estdo vinculadas a presencga de esporos o que facilita a rapida divisdo, e a invasao do tecido
digestivo afetando as células regenerativas do aparelho digestivo (MARTIN-HERNANDEZ et
al., 2007).

Abelhas adultas sdo infectadas com Nosema spp. ingerindo alimentos ou agua
contaminada. Os esporos germinam no intestino médio da abelha onde lanca seu filamento
tubular para mover seus esporos, através das células epiteliais do intestino médio onde é
gerado um maior numero de esporos, € é liberando através das fezes gerando novas fontes de
infeccdo para a col6nia (CHEN et al . 2008) .

Uma vez expulsos, eles podem permanecer viaveis no campo por mais de ano (FRIES,
1993). Podem-se encontrar milhdes de novos esporos dentro do intestino de uma abelha em
poucas semanas apo6s a infeccdo inicial (BAILEY E BALL, 1991).

Assim, a Nosema spp. afeta de forma direta as funcdes digestivas da abelha,
acarretando em desnutricdo, envelhecimento fisioldgico e reducdo da longevidade (FRIES,
1997; HORNITZKY, 2008). Além do dano direto causado pela Nosema spp. sobre as abelhas,
ela também pode incidir de maneira indireta, contribuindo para a aparicdo de outros
patdgenos na colbnia, principalmente virus ARN (BECANDRITSOS et al., 2010),

constataram que Nosema ceranae suprime o sistema imune da Apis mellifera expondo-a a
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infeccdo por diversos parasitas oportunistas (ANTUNES et al., 2009; CHAIMANEE et al.,
2012).

A diferenca da elevada viruléncia de Nosema ceranae evidenciada na Espanha e no
Uruguai ndo tem sido relatada. Existem diversos fatores que podem influenciar, por um lado a
presenca diferentes racas de abelhas, o tempo de convivéncia com o patdgeno, as condigdes
ambientais enfrentadas (INVERNIZZI et al., 2009).

3.3.5.2 Semelhancas e diferencas entre Nosema ceranae e Nosema apis

Esporos de Nosema ceranae e Nosema apis apresentam diferencas em relacdo sua
resisténcia, a Nosema ceranae sao mais resistentes a secagem e tém uma maior tolerancia
térmica (FENQY et al., 2009). Por outro lado, a Nosema apis apresenta mais infectividade
depois de ter sido congelado quando comparada com a Nosema ceranae (FRIES E
FORSGREN, 2009).

A Nosema ceranae se adéqua melhor para completar seu ciclo endégeno, apresentando
um maior potencial biotico, em diferentes temperaturas, quando comparado com a Nosema
apis, apresentando diferencas epidemioldgicas entre estas duas espécies de Nosema tanto em
que condicBes campo, tanto em nivel de colénia (MARTIN-HERNANDEZ et al., 2007;
2009).

Além disso, a Nosema ceranae poder deprimir a resposta imune da abelha, diminuindo
a expressdo de péptidos antimicrobianos como abaecina e himenoptaecina, bem como a
enzima glicose-desidrogenase. Essa imunossupressdo nao se observa quando a abelhas esta
infectada por Nosema apis (ANTUNEZ et al., 2009).

Em relacdo as estagdes do ano, Fries (2010), determinou que a maior prevaléncia de
Nosema apis ocorre durante a primavera. Por outro lado, a Nosema ceranae pode ser
detectada em amostras durante todo o ano (MARTIN-HERNANDEZ et al., 2007). No
entanto, Antunez et al. (2012) descobriram que a prevaléncia de Nosema ceranae aumenta
durante o inverno e diminui no verdo. Em condicOes onde abelhas voem durante todo o ano,
os niveis de infeccdo podem depender das condi¢des climaticas e do stress das col6nias
(PICKARD E EL-SHEMYA, 1989, DE LA ROCQUE et al. 2008).

Apesar destas diferencias, os esporos de Nosema apis € Nosema ceranae sdo muito
semelhantes e s6 podem ser distinguidas por microscopia de Optica. Na auséncia de

caracteristicas morfologicas claras para o reconhecimento destas espécies, podem ser usados
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marcadores moleculares para ajudar no diagndstico e identificacdo dos esporos de
microsporidia nas abelhas. A técnica de PCR fornece um teste muito sensivel para descobrir
infeccdo de microsporidios, permitindo a deteccdo do parasita em niveis muito baixos de
infeccdo e pode revelar todas as fases do seu ciclo de vida (MARTIN HERNANDEZ et al.,
2007).

3.3.5.3 Controle de Nosema ceranae e Nosema apis

A Fumagilina é um antibiotico que provou ser eficaz contra a Nosema ceranae e a
Nosema apis, no entanto, este medicamento poderia chegar ao humano como forma de
residuos no mel (HIGES et al. 2008a, 2009b; HIGES et al., 2010). A Fumagillina é 100% de
eficacia contra a forma vegetativa do Nosema spp. mas ndo mata esporos do parasita, razdo
pela qual a infeccdo pode ser controlada, mas nao erradicada.

Um exemplo sdo os produtos naturais a base de extratos de ervas como Protofil e api-
Herb entre outros, em virtude deles possuirem um potencial no controle de Nosema ceranae
(CHIOVEANU et al. 2004; NANETT]I, 2009).

Segundo Puker (2011) a apicultura migratéria, o fluxo continuo de coldnias e produtos
apicolas, tem contribuido para disseminacdo de patdgenos entre apiarios ou até mesmo entre
paises. O que tem tornado importante padronizar técnicas moleculares que venham detectar a
presenca de patdgenos em produtos apicolas, como forma de evitar a infec¢do da colbnia e
controlar sua disseminacdo. Todavia Puker (2011) afirma que os principais patégenos que
causam enfermidades nas abelhas ja foram reportados no Brasil, e isso com torna-se de
maxima importancia testar e padronizar técnicas que possam realizar um rapido e seguro
método de deteccdo desses agentes, aléem disso, conhecer a distribuicdo desses patdgenos no
territorio brasileiro, e tendo como finalidade permitir o uso de eficientes e adequadas medidas

de controle sanitario.

3.21 OUTROS AGENTES PATOGENICOS

3.2.1.1 Varroa destructor
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O acaro Varroa destructor é um parasita natural da abelha asiatica Apis cerana Fabr.,
com a qual estabelece relagcdes de equilibrio (RATH, 1999). Ao contrario, das abelhas
asiaticas, as abelhas ocidentais sdo muito sensiveis a este parasita, 0 que obriga no tratamento
sistematico das colmeias. Ocasionalmente, as substancias utilizadas no combate a este
parasita acarretam em problemas como o desenvolvimento de resisténcias por parte do
parasita (MILANI, 1999) e consequentemente a contaminacdo dos produtos apicolas com
residuos (WALLNER, 1999).

Ele era conhecido como Varroa jacobsoni Oudemans, e era encontrado parasitando a
abelha oriental, Apis cerana F.(Hymenoptera—Apidae) em baixos niveis de infestacdo, o acaro
Varroa destructor € um dos parasitas mais estudados no mundo. Contudo, ele entrou em
contato com Apis mellifera L. e se alastrou de forma répida pelos demais continentes
(BAILEY E BALL, 1991; ANDERSON E TRUEMANN 2000; ROSENKRANZ et al., 2010).

A fémea do Varroa destructor entra em uma célula de cria e logo apds a operculagdo
realiza a postura dos ovos. Tanto a fémea como sua prole alimenta-se da hemolinfa das
abelhas. Quando atingem a maturacdo sexual, as fémeas jovens sdo fecundadas pelo macho
consanguineo ou um macho filho de outra fémea que tenha invadido a mesma célula de cria.
Em seguida, as fémeas ja adultas, saem da célula de cria juntamente com a abelha hospedeira
(BAILEY E BALL, 1991; ROSENKRANZ et al., 2010). A Varroa causa grandes problemas
para a apicultura mundial, o que forca a utilizacdo de acaricidas para combater esse parasita
em determinadas regides (ROSENKRANZ et al., 2010).

Hillesheim et al. (1996) afirmam que o parasita é susceptivel em 98-100% ao
fluvalinato. Entretanto, existem evidéncias de que o acaro seja resistente fluvalinato nos
Estados Unidos (ELZEN et al. 1998) e na Lombardia ao norte da Italia (LODESANI et al.,
1995). Por outro lado, Milani (1995) confirmou em seus estudos em laboratério comprovar a
ineficacia do Apistan para controlar varroa, devido a resisténcia do acaro ao fluvalinato.

Enguanto nos paises temperados a varroa € controlada com produtos quimicos, devido
a altas taxas de infestacdo, nos paises de clima tropical, como o Brasil, a infestacdo desde
1972 (MORSE E GONCALVES, 1979) se manteve em niveis baixos, sem causar aparentes
prejuizos na apicultura (MORETTO et al., 1991).

A diferente dindmica populacional do acaro Varroa jacobsoni no Brasil comparado
com a de outras do mundo deve estar associada as condi¢Ges climaticas e com o tipo racial
das abelhas. No Paraguai, Quifionez et al. (1996) mostraram que o nivel de tolerancia a varroa

é similar ao Brasil. Tello-Duran (1998) reportou grande perda de colénias na Colémbia,
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depois da dispersdo da varroa. Por outro lado, Guzmén-Novoa et al., (1999) afirmam que no
Mexico, as abelhas séo relativamente menos tolerantes ao acaro do que as abelhas no Brasil.

4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido de junho a dezembro de 2013, em um apiario
particular localizado na fazenda Canad, no Municipio de Jaguaruana — Estado do Cear, onde
foi realizada a instalagdo das colmeias e coleta das abelhas.

O municipio de Jaguaruana faz parte da microrregido do Baixo Jaguaribe e estad
inserido no semiarido nordestino com altitude de 20 m, situado entre as coordenadas
geograficas: (4° 50° 02” S e 37° 46' 52" W). Onde segundo a classificacdo climatica de
Kdppen, apresenta clima tropical quente semiarido brando/tropical quente semiérido, com
chuvas de janeiro a abril. Possui uma vegetacdo composta por um complexo vegetacional da
zona litordnea, caatinga arbustiva densa, floresta caducifolia espinhosa e floresta mista
dicotillo-palmacea (IPECE, 2006).

A contagem de &caro Varroa destructor e as analises de deteccdo de Nosema spp.
foram todas realizadas na UFERSA, Municipio de Mossor6, Estado do Rio Grande do Norte —
RN.

4.1  Instalacdo das colmeias

Foram utilizadas colmeias modelo Langstroth, selecionaram-se seis colmeias
povoadas, e com densidade populacional equalizada, essas colmeias foram instaladas em area
sombreada e divididas em dois tratamentos (grupos) de trés colmeias cada, no tratamento T-1
as colmeias receberam uma alimentacdo com uma racdo proteica de composicao de (50% de
acucar, 10% de farelo de soja, 40% de p6 de pdlen), e &gua até formar ponto de pasta. O “pd
de polen” utilizado na formulagdo da ragdo, foi obtido de um apiério de produgdo de polen
particular, situado no Municipio de Ceara-Mirim - RN, a origem botéanica do “p6 de pdlen”
utilizado nesse experimento foi do Cocos nucifera que é vulgarmente conhecido como
coqueiro, a racdo era ofertada em intervalos de 15 dias. No tratamento T-2 as colmeias néo

tiveram nenhum tipo de alimentacéo artificial.
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4.2 Coleta das abelhas

As abelhas foram coletas entre os meses de outubro e dezembro de 2013, em
intervalos de 20 dias, foram realizadas trés coletas, todas as coletas foram realizadas no
periodo da tarde, as abelhas eram coletadas de todas as colbnias (alimentadas e néo
alimentadas), a coleta de abelhas eram destinadas tanto para a contagem de &caro quanto para
a deteccdo da Nosema. O procedimento era feito da seguinte maneira, a colmeia era aberta
com auxilio de um formdo, em seguida realizava-se a coleta de aproximadamente cem (100)
abelhas da parte interna de cada colmeia, posteriormente retirava-se um quadro com abelhas,
e com o auxilio de um (sugador portatil) era realizada a coleta das abelhas, elas eram
colocadas em um frasco de plastico devidamente identificado quanto ao numero do
tratamento, o numero da colmeia, cada frasco continha &lcool 70%, com volume suficiente
para cobrir as abelhas por completo.

Também foram coletadas abelhas campeiras para a deteccdo da Nosema, com o intuito
de se comparar a fonte de contaminagdo por Nosema (no caso de contaminacao), se ela era
oriunda do interior da colmeia, ou se as abelhas estavam se contaminando durante o
forrageamento. Para a realizacdo da coleta das abelhas campeiras, inicialmente o alvado
(entrada da colmeia), era fechado com uma espuma, para que se tivesse a certeza que as
abelhas fossem realmente campeiras, com o auxilio de um (sugador portatil) era realizada a
coleta de aproximadamente 15 abelhas de cada colmeia, elas eram colocadas em um frasco de
plastico devidamente identificado quanto ao tratamento, o numero da colmeia, cada frasco

continha alcool 70%, com volume suficiente para cobrir as abelhas por completo (Figura, 1).

Figura - 1. Frasco contendo alcool 70% com abelhas coletadas para deteccdo da Nosema spp.

Fonte: Acervo do pesquisador
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4.3  Contagem de &caro (Varroa destructor)

Para a verificacdo do indice de infestacdo de acaros em abelhas adultas, estas foram
coletadas em frascos com alcool 70% (cerca de 100 abelhas por colmeia). Em seguida essa
mistura foi submetida a agitagdo por aproximadamente 1 minuto, posteriormente as abelhas
foram colocadas em bandejas brancas, para facilitar a visualizacdo dos acaros, as bandejas
eram individuais e devidamente identificadas, separava-se as abelhas e os &caros, para a

contagem dos individuos, e determinar a proporcao de &caros e abelhas (Figura, 2).

Figura - 2. Abelhas, e acaros Varroa destructor (na ponta da seta).

Fonte: Acervo do pesquisador

4.4  Deteccdo da Nosema spp.

Para a deteccdo da Nosema spp. eram selecionadas 10 abelhas de cada colmeia e
colocadas em frascos contendo alcool 70%, foram coletadas abelhas no interior das colmeias
e abelhas campeiras, no laboratério, era retirado o aparelho digestivo das abelhas, com o
auxilio de duas pingas cirdrgica, (Figura, 3). O aparelho digestivo era colocado em lamina
histoldgica, e em seguida era feita analise em microscépio optico, (Figura, 4). Analisaram-se
duas varidveis para identificacdo da Nosema. Presenca de Nosema (deteccdo da Nosema no
intestino da abelha). Auséncia de Nosema (auséncia de total de Nosema no intestino da
abelha).



Figura - 3. Sequencia de fotos da retirada do aparelho digestivo da abelha.

Fonte: Acervo do pesquisador

Figura - 4. Aparelho digestivo de uma abelha dividido em partes, (A = ferrdo; B = reto

C = intestino delgado, e D = ventriculo)

R,

Fonte: (DADE, 2009)
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45  ANALISE ESTATISTICA

O delineamento utilizado foi o DIC — Delineamento Inteiramente Casualizado, os
dados coletados de Nosema spp. e infestacdo por Varroa destructor foram analisados
estatisticamente mediante 0 uso do programa ‘“software R versdo 2.3.0” para analise de
variancia, aplicacdo do teste de SNK (Student-Newman-Keuls) e estatistica descritiva dos

dados.

S. RESULTADOS

Tabela — 1. Infestacdo de &caro Varroa destructor em colmeias de Apis mellifera alimentadas
com “p6 de pdlen” e nao alimentadas

Colmeia Média (%) Desvio padréo (%)

Alimentada/Ndo alimentada 3,86 3,11

Tabela — 2. Presenca de Nosema spp.em colmeias de abelhas Apis mellifera alimentadas com
“p6 de polen” e ndo alimentadas, e coletadas dentro e fora das colmeias

Colmeia Média (%) Desvio padréo (%)
Alimentada/N&o alimentada 63,33 9,63
Dentro/Fora 63,90 9,20

Tabela — 3. Médias de acaro e Nosema para o teste de SNK (Student-Newman-Keuls) a 1% de
probabilidade

Alimentada Nao alimentada Dentro Fora
Acaro 4,40° 3,32% - -
Nosema 20,16" 17,83° 19,67° 19,67°

*Letras iguais na mesma linha ndo séo significativas.
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6. DISCUSSAO

Foi comparado entre colmeias alimentadas e ndo alimentadas a presenca ou auséncia
de Nosema spp em abelhas Apis mellifera coletadas dentro das colmeias, os resultados
encontrados mostraram que ndo houve diferenca entre os tratamentos. Isso implica dizer que
0s niveis de presenca e auséncia de Nosema spp foram semelhantes, nas condi¢des desse
experimento, a alimentacdo onde se utilizou o “pd de poélen” na sua composi¢ao nao se
mostrou ser uma fonte de contaminacdo da Nosemose, quando se comparou com as colmeias
que ndo foram alimentadas.

Segundo Forsgren & Fries (2010) todos os microsporidios sdo parasitas obrigatdrios
intracelulares, e necessitam da energia do hospedeiro para se reproduzir, contaminam 0s
hospedeiros por meio de esporos, onde a infec¢do das abelhas ocorre através da ingestao dos
esporos maduros, provavelmente durante as atividades de limpeza, ingestdo de pdlen
contaminado ou através da trofalaxia, que consiste na troca de alimentos (néctar, mel, polen,
geleia) entre abelhas adultas como também entre abelhas e larvas e, por vezes, no roubo do
alimento das larvas pelas abelhas adultas. Os esporos entram pelo canal da alimentacdo da
abelha e germinam no intestino médio, nas células epiteliais, onde ocorre a replicacdo dos
parasitas e mais tarde a producédo de esporos (NUNES E RELVA, sd).

A contaminacdo pelo pélen é um fato, pois ele apresenta um ambiente favoravel tanto
de umidade quanto de nutrientes para manutencdo e desenvolvimento da Nosema spp. Klee
(2007) comprova isso quando afirma que os parasitas competem com 0s seus hospedeiros
pela nutricdo, impondo-lhes um stress energético. Além disso, Schmid-Hempel (2005) afirmar
gue o stress pode ser imposto por dois mecanismos diferentes: o que é imposto diretamente
pelo parasita através da extracdo direta dos nutrientes, para as suas necessidades metabolicas
ou em que o hospedeiro tem de montar um sistema de resposta imunolégica contra o parasita,
no entanto, este processo € energeticamente oneroso.

O “p6 de podlen” passa por processos térmicos e de desidratacdo, onde ele perde
umidade e consequentemente diminui a capacidade de proliferacdo e sobrevivéncia da
Nosema spp, mas nao podemos afirmar que o “p6d de pdlen” ndo seja uma fonte de
contaminacdo, uma vez que a Nosema ceranae pode crescer melhor em temperaturas
ligeiramente mais elevadas em comparacdo com Nosema apis (FENOY et al., 2009).

Os esporos de Nosema apis podem ser mortos por um equipamento de aquecimento da

colmeia ou ferramentas a uma temperatura de, pelo menos, 60 ° C durante 15 minutos.
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“Pentes” podem ser esterilizados por aquecimento a 49 ° C durante 24 horas (CANTWELL E
SHIMANUKI, 1970). Isso ndo pode ser utilizado para Nosema ceranae, que podem
sobreviver até 60 ° C (FENOQY et al., 2009). Podem-se supor estudos em relacdo a métodos de
aquecimento de “p6 de pdlen” em diferentes temperaturas, com a finalidade de matar os
esporos de Nosema spp.

Também comparamos as colmeias alimentadas e ndo alimentadas para a presenga ou
auséncia de Nosema spp em abelhas Apis mellifera coletadas fora das colmeias, com o intuito
de fazer essa verificacdo nas abelhas campeiras, e compara-los, os resultados encontrados
também mostraram que ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Portanto se a
fonte de contaminagdo das colmeias era proveniente das abelhas campeiras, elas néo
apresentaram diferenca entre si, 0 que mostra um equilibrio de infestacio em ambos o0s
tratamentos.

A contaminagdo dos parasitas ocorre primeiramente invadindo as células epiteliais da
regido posterior do ventriculo. A doenga é transmitida entre as abelhas através da ingestdo de
material contaminado como o pélen e agua, que é transmitido principalmente pela trofalaxia,
reservas de mel e abelhas esmagadas infectadas, pode também desempenhar um papel na
transmissdo de doengas. AutoinfeccOes que podem ocorrer a0 mesmo tempo como novas
infeccbes. Trés dias ap6s a infeccdo, os esporos maduros comegcam a desenvolver-se em
grandes quantidades para Nosema apis, cerca de um dia depois de Nosema ceranae
(FORSGREN E FRIES, 2010).

Baseado nos dados obtidos, podemos supor que ha conducao desse trabalho, as fontes
de contaminacbes foram por Nosema spp, foram pelas formas tradicionais, no caso da
suplementagdo com “pd de pdlen” ndo teve influencia negativa, uma vez que se manteve
estdvel a infestacdo por Nosema spp, tanto nas colmeias alimentadas quanto nas ndo
alimentadas.

Entretanto deve-se ficar alerta a proliferacdo dessa doenca, pois ela pode trazer sérios
problemas para o apicultor. Uma vez que durante o inverno, as col6nias infectadas com
Nosema apis podem ser dizimadas. A maioria das col6nias infectadas com Nosema apis tem
aparéncia normal, sem sinais 6bvios de doenca, mesmo quando a doenca é suficiente para
causar perdas significativas na producédo de mel e na eficiéncia da polinizacdo (ANDERSON
E GIACON, 1992;. FRIES et al., 1996) .

Foi comparado o nivel de infestacdo com Varroa destructor em abelhas Apis mellifera

L coletadas em colmeias alimentadas e ndo alimentadas, nos resultados apresentados mostrou
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que ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Em outras palavras as colmeias
alimentadas e ndo alimentadas ndo apresentaram diferenca entre si.

Entretanto, Thompson e Redak (2008) afirmaram que stress energético imposto ao
hospedeiro da Nosema spp através de uma infeccdo pode comprometer a eficacia da resposta
imunolégica, o que acaba por permitir que outros agentes patogénicos como a Varroa
destructor possam invadir o hospedeiro, desencadeando um efeito em cascata. O stress grave
e continuo imposto pelo parasita, pode levar a mudangas complexas no comportamento
alimentar do hospedeiro de acolhimento, como resposta a falta de nutrientes. Os
microsporidios sdo particularmente graves para o hospedeiro pelo stress energético imposto,
porque lhes falta as mitocdndrias, o que Ihes conferem pouca capacidade metabdlica e uma
forte dependéncia neste aspecto do seu hospedeiro.

Resultados obtidos por Mariani et al., (2012) afirmam que a abundancia de Nosema é
explicada por um conjunto de fatores tais como pelo tempo, interacdo, més e o grau de
infestacdo de Varroa. destructor. Possiveis causas que explicam esta relacdo ecoldgica entre

Varroa. destructor e Nosema spp. populacdes foram discutidos.

7. CONCLUSOES

Os resultados do nosso estudo mostram que alimentacéo fornecida as colmeias a base
de “p6 de polen” ndo influenciou no nivel de presenga ¢ auséncia de Nosema spp, quando
comparada com colmeias ndo alimentadas. Bem como ndo apresentaram diferencas
estatisticas quanto ao local de coleta das abelhas, dentro e fora das colmeias.

Também se constatou que o nivel de infestacdo de &caro Varroa destructor, ndo
apresentou diferenca quando comparado em colmeias alimentadas com o “p6 de pdlen” e ndo

alimentadas.
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