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RESUMO - O declinio de populagbes de abelhas tém se intensificado nas Ultimas décadas e
dentre os patdégenos apontados como possiveis envolvidos com esta problemética estdo os fungos
unicelulares causadores da nosemose em Apis mellifera, Nosema ceranae e Nosema apis. O
presente trabalho teve como objetivos determinar a intensidade de infec¢cdo natural de Nosema
spp., em condicdes tropicais, avaliando a influéncia de condi¢cdes climaticas (temperatura,
precipitacdo e umidade ar) e de local de instalacdo das colmeias (ambiente coberto ou ao ar livre)
na intensidade de infec¢@o. Adicionalmente, avaliou-se se a produgdo de pdlen tinha influéncia no
nivel de infecgdo. Semanalmente, ao longo de 41 semanas, foram coletadas amostras de abelhas
campeiras de 20 colbnias, das quais dez estavam ao ar livre e dez sobre marquises de alvenaria,
com telhado de barro. Os niveis de infeccdo foram quantificados através de contagem de esporos,
em camara de Neubauer. Técnica PCR duplex foi utilizada para confirmar a espécie de
microsporidio presente. As variaveis climaticas foram obtidas em posto meteorolégico do PRDTA-
VP e em termo-higrémetro instalado no apiario coberto. N. ceranae foi a Unica espécie presente.
Nao houve diferenca do numero de esporos por abelha (P>0,01) entre os apiarios durante o
periodo estudado (em média 20,14 + 10,81 x 10° e 16,02 + 8,91 x 10°, em apiario coberto e ao ar
livre, respectivamente). Umidade relativa do ar e precipitacdo influenciaram a intensidade de
infeccdo do microsporidio (P<0,01) e os maiores valores coincidiram com a época de maior

producdo de pdlen na localidade estudada.
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ABSTRACT-

Various pathogens have been identified as possible culprits involved with the decline of bee
populations in recent decades, including unicellular fungi of the species Nosema apis and Nosema
ceranae, which cause the nosemosis, one of the most prevalent diseases that affect bees around
the world. The objectives of this study were to determine the intensity of natural infection by the
microsporidium Nosema spp., during one year, under tropical conditions, as well as assess the
possible influence of climate conditions (temperature, rainfall and relative humidity) and pollen
production. Weekly, during 41 weeks, samples of forager bees were collected from 20 colonies, 10
located under a roof and 10 at the field. The infection levels were quantified by counting the spores
of the microsporidium in a Neubauer Chamber under light microscope. Duplex PCR was used to
confirm the Nosema specie. Climatic data were obtained in the meteorological station of PRDTA-
VP. N. ceranae was the only microsporidian species present and the number of spores per bee was
not different (P>0,01) between the apiaries (on average 20,14 + 10,81 x 10° and 16,02 + 8,91 x 10°
in hive located in a covered and uncovered apiary, respectively). The relative humidity and
precipitation influenced the intensity of the microsporidian infection (P<0,01) and the highest values

coincided with the time of greater production of pollen in the same locality.

Key-words: N. apis, N. ceranae, fungus, pathogen, microsporidium.
1 INTRODUCAO

Nosemose € uma das mais importantes e prevalentes doencas de abelhas adultas no
mundo (Matheson, 1993; Moritz et al.,, 2010), cujos agentes etioldgicos sdo 0s microsporideos
Nosema apis e Nosema ceranae (Fries, 2010). A infeccdo é ocasionada através da ingestdo de
esporos pelas abelhas, os quais se alojam no trato digestivo e germinam nas células epiteliais,
sendo liberados junto com as fezes (Somerville e Hornitzky, 2007). Isto resulta em desordens
digestivas levando a subnutricdo e encurtando o tempo de vida da abelha (Calderén et al 2008),
diminuindo a producdo de mel nas colbnias afetadas, com reducdo de populagdo e prejuizos a
polinizacdo efetuada pelas abelhas, afetando assim a rentabilidade da atividade apicola (Higes et
al, 2008). As espécies N. apis e N. ceranae apresentam semelhancas morfolégicas que impedem a
confirmacdo da espécie por microscopia Gtica (Weiss e Vossbrinck, 1999), sendo necesséria
analise molecular de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) para diferenciacdo da espécie
(Fries, 2010). Acreditava-se que N. apis era a Unica espécie a parasitar as abelhas A. mellifera,

entretanto a espécie N. ceranae foi identificada pela primeira vez em abelhas melifera asiaticas
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(Fries et al.,, 1996) e posteriormente em abelhas meliferas europeias (Higes et al., 2006).
Atualmente a espécie N. ceranae pode ser encontrada em diversas partes do mundo e pesquisas
sugerem que N. ceranae esta substituindo gradualmente N. apis (Paxton et al., 2007). No Brasil,
esta espécie foi primeiramente relatada por Klee et al. (2007), porém esta em territério nacional
desde a década de 1970 (Teixeira et al., 2013).

Nenhum patégeno foi ainda apontado, individualmente, como responséavel pelo declinio de
populacdes de abelhas e grupos de estudiosos de diversos paises de clima temperado indicam o
fungo unicelular como sendo diretamente responséavel por tais perdas. Avaliagdes epidemiolégicas
e estudos conduzidos em clima tropical podem contribuir de forma significativa para o
entendimento de tais fendbmenos.

Dado que fatores climaticos podem ter influéncia no impacto e infeccdo de Nosema, este
trabalho teve como objetivo a determinacdo da intensidade de infec¢cdo natural do microsporidio
Nosema spp. e sua flutuacéo ao longo de um ano em condicdes tropicais, em colmeias instaladas
em area coberta e ao ar livre, além de avaliar se variaveis climaticas (temperatura, precipitacao e
umidade do ar) influenciam tais niveis de infec¢do. Adicionalmente, avaliou-se se a producdo de

pélen na localidade estudada tinha influéncia no nivel de infecgéo.
2 MATERIAL E METODOS

Semanalmente, ao longo de dez meses, foram coletadas abelhas campeiras de 20 col6nias,
de abelhas africanizadas (A. mellifera), sorteadas entre as que compdem o0s sete apiarios do
PRDTA-VP, totalizando 820 amostras. As colmeias Langstroth estavam instaladas sobre cavaletes
de 50 cm de altura, dez ao ar livre e dez sobre marquise de alvenaria, cobertas com telhas de
barro. As coletas, contagem de esporos de Nosema sp. e preparo das amostras para extracao de
DNA foram realizadas de acordo com Teixeira e Message, (2010), Cantwell, (1970) e Martins et al.
(2014), respectivamente. Para a confirmacgédo da presenc¢a do microsporidio, analise PCR duplex foi
realizada, conforme descrito por Teixeira et al. (2013), com programa de PCR composto
inicialmente de uma etapa de desnaturacdo a 94 °C por 2min, em seguida, 35 ciclos de 94 °C por

30 seg, 57 °C por 30 seg e 72 °C 60 seg, além de uma extenséo final a 72 °C por 5min.

Dados meteorolégicos de temperatura, umidade do ar e precipitacdo foram obtidos na
estacdo meteoroldgica do PRDTA-VP, além de temperatura e umidade relativa do ar obtidas em
termo-higrébmetro instalado no apiario coberto. A umidade do ar medida na estacdo meteorolégica

foi obtida apenas entre agosto e novembro de 2014, em virtude de disponibilidade de equipamento.
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Deu-se continuidade, todavia, na obtencéo desta variavel por meio de termo-higrémetro, conforme

mencionado.

As contagens de esporos foram transformadas para logaritmo, com vistas a obtencédo da
normalidade dos residuos. A analise de variancia foi feita conforme Martins et al. (2014), utilizando-
se o procedimento GLM do pacote estatistico do SAS (2001). Adicionalmente, dados de producédo
de pélen foram obtidos no periodo de novembro de 2014 a maio de 2015, época de producgéo de
polen na localidade estudada, em seis colbnias, com coletores de poélen do tipo intermediério,

visando testar o efeito desta variavel no nivel de infeccéo do patdégeno.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras analisadas por meio de PCR duplex apresentaram resultados positivos
para a espécie Nosema ceranae, ndo tendo sido detectada a espécie Nosema apis. Tal resultado
confirma possibilidade da espécie N. ceranae ter sobreposto a presenca da N. apis em diversas
localidades (Higes et al., 2006, Klee et al., 2007, Teixeira et al.2013). Santos et al. (2011), Santos
et al. (2014) e Martins et al. (2014) também néo identificaram a referida espécie em nenhuma das
amostras analisadas.

Na Figura 1 pode-se observar a intensidade de infec¢do natural de Nosema ceranae assim
como a temperatura (maxima e minima) e a umidade do ar em colmeias localizadas ao ar livre e
em area coberta. Os resultados indicam que houve flutuacdo na intensidade de infec¢cdo do
microsporidio ao longo dos meses analisados (agosto/2014 a maio/2015). Embora a média da
intensidade de infecgcdo de N. ceranae tenha sido maior nas amostras coletadas em apiarios
instalados em area coberta, comparando-se com os valores obtidos nas colmeias instaladas ao ar
livre (médias de 20,14 + 10,81 x 10° e 16,02 + 8,91 x 10° esporos por abelha, respectivamente),
essa diferenca nao foi significativa (P>0,01). A umidade do ar e a precipitacdo foram os parametros
meteoroldgicos que apresentaram correlacdo (P< 0,01) com a intensidade de infeccdo. Todavia, 0
local de instalagcdo das colmeias ndo apresentou influéncia significativa em relacdo a variavel
dependente estudada, diferentemente dos resultados obtidos em ano anterior (periodo 2013-2014)
por Martins et al. (2014) no mesmo local. Tal constatacdo ocorreu, certamente, em virtude das
diferencas climaticas ocorridas entre os anos estudados, ja que naquele periodo os autores
constataram que além de apiario coberto ou ao ar livre, tanto temperatura como umidade também
influenciavam o indice de infeccdo de Nosema.

N&o foi verificado nesta pesquisa um padrdo de infec¢cdo ao longo do periodo analisado,

corroborando com observacfes de Teixeira et al. (2013), onde os autores discutem o fato de que
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embora N. ceranae seja amplamente presente no Brasil, ndo parece haver padrdo na intensidade
da infeccao deste microsporidio ao longo do ano em territério nacional. Martin-Hernandez et al.
(2009) também detectaram a falta de sazonalidade com relacdo a intensidade de infeccdo por N.

ceranae ao longo do ano, em diferentes latitudes, considerando-se o clima ou regido temperada.
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Figura 1. Flutuacdo da intensidade de infeccdo natural de N. ceranae (niumero médio de esporos/abelha
x10°) em colmeias em &rea coberta e localizadas ao ar livre, temperatura maxima e minima (°C) e umidade
do ar (%), de agosto de 2014 a maio de 2015. Os valores de umidade obtidos ao ar livre se referem ao
periodo de agosto a hovembro de 2014 devido a disponibilidade de equipamento apenas neste intervalo de
tempo.

Segundo Martin-Hernandez et al. (2009) a elevacdo da temperatura tende a aumentar o
potencial bibtico apresentado pelo patdgeno (capacidade reprodutiva maxima em condicbes
ideais), favorecendo o crescimento populacional. Os valores das médias das temperaturas
maximas e minimas do local coberto foram um pouco maiores as obtidas no local ao ar livre (0,7 e
2,5°C, respectivamente), porém nao o suficiente para influenciar o indice de infeccdo (Figura 1). A
umidade no periodo que foi avaliada em ambos os apiarios (no periodo de agosto a novembro) se
mostrou equivalente a obtida na area coberta e com a interrupcado desta medida na area livre,
passou-se a considerar a umidade apenas da area coberta para fins de analise do parametro
umidade (Figura 1), o qual, assim como precipitacdo (Figura 2), influenciou positivamente (P<0,01)
a intensidade de infec¢do de N. ceranae.

A flutuacdo do nimero de esporos por abelha acompanhou de certa forma a flutuacao da
disponibilidade de pdlen como recurso proteico na natureza (Figura 2), motivo pelo qual tal
parametro foi incluido no modelo matematico testado, em relacdo a varidvel dependente
(intensidade de infec¢do). Em periodo mais Umido e de maior precipitacdo houve maior intensidade
de infeccdo, tanto no local ao ar livre como na area coberta (P<0,01). Martins et al. (2014)
demonstrou que umidade do ar elevada esta diretamente relacionada a maior taxa de infeccao de
N. ceranae em condi¢cbes tropicais (no mesmo local da pesquisa ora conduzida). Chen et al.

(2012), constataram que a prevaléncia da infeccdo de Nosema estd relacionada com a
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temperatura, mas ndo com umidade. Os autores identificaram correlacdo negativa significativa da
prevaléncia de N. ceranae com a temperatura; onde as maiores contagens de esporos foram
registradas a uma temperatura média de cerca de 15°C.

Para Fries (2010) o clima pode ser um fator importante para explicar as diferencas de
distribuicdo das espécies de microsporidios e de seus impactos, pois tanto no continente norte-
americano como na Europa a infeccdo de N. ceranae parece prevalecer em climas mais quentes
guando comparadas com regides temperadas de clima mais frio. N. apis é frequente nestas
regides. As peculiaridades climéticas das regides em analise devem ser consideradas, pois podem

afetar a intensidade de infeccdo, mesmo que indiretamente (Le Conte e Navajas, 2008).
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Figura 2. Flutuag&o da intensidade de infec¢do natural de Nosema ceranae em colmeias localizadas em area
coberta e ao ar livre (nimero médio de esporos/abelha x10°), precipitacdo (mm) no periodo de agosto de
2014 a maio de 2015 e producéo de pdlen (g) de novembro de 2014 a maio de 2015.

Na localidade onde foram instaladas as colmeias do presente estudo, entre o segundo
decéndio de novembro e o terceiro decéndio de dezembro, observou-se auséncia de pdlen na flora
natural que é visitada pelas abelhas (Figura 2). Higes et al., 2008a, detectou esporos viaveis de N.
ceranae no polen retirado das corbiculas das abelhas e nos coletores de pélen. Considerando o
polen apicola como fonte de contaminagcdo, a escassez deste recurso na natureza pode ter
influenciado a diminuicdo da intensidade de infeccdo de Nosema ceranae no periodo citado. Por
outro lado, umidade relativa do ar e precipitacdo influenciaram a intensidade de infeccdo do
microsporidio (P<0,01) e os maiores valores coincidem com a época de maior producdo de polen

na localidade estudada.
4 CONCLUSAO

As caracteristicas do local de instalacdo das colmeias (ao ar livre e em area coberta) néo
influenciam a intensidade de infeccdo de N. ceranae em abelhas A. mellifera africanizadas em

clima tropical, no periodo estudado. Por outro lado, umidade relativa do ar e precipitagdo
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influenciaram a intensidade de infec¢cdo do microsporidio e os maiores valores coincidiram com a

época de maior producédo de pélen na localidade estudada.
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