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“Aprende com as abelhas, que conseguem
tirar mel até das flores que tém espinhos!”

Lidia VVasconcelos



PARASITAS E COMPORTAMENTO HIGIENICO EM COLONIAS DE
Apis mellifera NO RECONCAVO BAIANO

Resumo: Como todos os organismos vivos, as abelhas podem sofrer acdo de parasitas e
patogenos, que podem levar a perda da col6nia. Dentre estes, o 4caro Varroa destructor e
microsporidio Nosema spp. sdo apontados como causadores de perdas de colénias em Apis
mellifera. Como mecanismo de defesa, as abelhas possuem o chamado comportamento
higiénico (CH), que é importante para o controle de parasitas e patdgenos na colénia. Portanto,
estudar parasitas que possam estar acometendo as abelhas africanizadas, bem como seu
mecanismo natural de defesa € uma necessidade, uma vez que esses insetos sdo importantes
economicamente, socialmente, e principalmente, ecologicamente. Dessa forma, este estudo
objetivou medir o grau de comportamento higiénico em abelhas africanizadas A. mellifera, bem
como avaliar a presenca do &caro V. destructor e o microsporidio Nosema spp., em apiario
localizado no Recdncavo baiano. A quantidade de esporos do Nosema spp., foi avaliada por
microscopia em 14 diferentes colonias durante os meses de outubro de 2016 a maio de 2017. O
CH foi avaliado por meio da exposicéo de pupas mortas e avaliacdo apds 24h, em 10 coldnias
durante cinco semanas e em dois diferentes periodos. Ja a quantificacdo do nivel de infestacdo
do V. destructor foi avaliada pela quantidade de acaros versus a quantidade de abelhas por
amostra, sendo avaliadas 10 col6nias de A. mellifera entre outubro de 2018 a margo de 2019.
Os dados climéticos foram obtidos no Climate-Data. Os resultados obtidos foram avaliados
pelo teste Kruskal-Wallis a 5% de significancia. Por fim, a correlagdo de Pearson foi utilizada
para avaliar a possivel interacdo dos fatores ambientais versus parasitas. Todas as col6nias de
A. mellifera apresentaram resultados positivos para o Nosema spp e V. destructor. A quantidade
de esporos do Nosema spp. bem como o nivel de infestacdo pelo V. destructor pode ser
considerado baixo sendo ainda observado que as condi¢Bes climéticas da regido podem
impactar positiva ou negativamente a incidéncia desses dois parasitas. As abelhas apresentaram
CH variavel de acordo com a colénia e periodo estudado, sendo este maior em no segundo
periodo de avaliacdo. Neste estudo foi observado que os parasitas Nosema spp. e V. destructor
estdo presentes nas abelhas Apis mellifera e que os parametros ambientais podem influenciar
no aumento desses parasitas nas abelhas. O comportamento higiénico em abelhas africanizadas
pode ser variavel de acordo com a populacédo da coldnia, o periodo do ano e a geracao de abelhas
que estd dominante na colbnia, podendo passar de ausente para presente. Os resultados
evidenciam a importancia do monitoramento e conhecimento do padrdo do comportamento
higiénico em A. mellifera, uma vez que esse comportamento é vital para evitar a perda de
col6nias e consequentemente danos ecoldgicos e econémicos.

Palavras chave: Abelhas africanizadas, Saude das abelhas, Varroa destructor, Nosema spp.,
Comportamento higiénico.



PARASITES AND HYGIENIC BEHAVIOR IN Apis mellifera COLONIES
FROM RECONCAVO BAIANO

Abstract: Similar to all living organisms, bees can be attacked by parasites and pathogens,
which can lead to colony loss. Among these, the mite Varroa destructor and microsporidium
Nosema spp. are indicated as causing of colony losses in Apis mellifera. As a defence
mechanism, bees have the so-called hygienic behavior (HB), which is important for the control
of parasites and pathogens in the colony. Therefore, studying parasites that may be affecting
Africanized bees, as well as their natural defence mechanism is a necessity, since these insects
are important economically, socially, and mainly, ecologically. The objective of this study was
measure the degree of hygienic behavior in africanized bees A. mellifera, as well as to evaluate
the presence of the V. destructor mite and the microsporidia Nosema spp., in apiary located in
the Reconcavo Baiano. The number of spores of Nosema spp. was evaluated by microscopy in
14 different colonies during the months of Oct 2016 to May 2017. The HB was evaluated by
average of dead pupae exposure and evaluation after 24 h in 10 colonies during five weeks and
in two different periods. The quantification of the V. destructor infestation level was evaluated
by the number of mites versus the number of honeybees per sample. Ten colonies of A. mellifera
were evaluated between Oct 2018 and Mar 2019. Climatic data were obtained from Climate-
Data and used for comparison with the results of Nosema spp. and V. destructor in the different
evaluated months. The results were evaluated by the Kruskal-Wallis test at 5% significance
level. Finally, Pearson's correlation was used to evaluate the possible interaction of
environmental versus parasite factors. All A. mellifera colonies presented positive results for
Nosema spp and V. destructor. The amount of spores of Nosema spp. as well as the level of
infestation by V. destructor can be considered low and it is still observed that the climatic
conditions of the region can positively or negatively impact the incidence of these two parasites.
The bees presented variable HB according to the colony and period studied, being this higher
in the second evaluation period. In this study it was observed that the parasites Nosema spp.
and V. destructor are present in A. mellifera and that environmental parameters may influence
the increase of these parasites in bees. Finally, the study showed that the HB in africanized
honeybees can be variable according to the population of the colony, period of the year and
generation of bees that is dominant in the colony, ranging from absent to present. The results
evidenced the importance of monitoring and knowledge of the hygienic behavior pattern in A.
mellifera, since this behavior is vital to avoid the loss of colonies and consequently ecological
and economic damages.

Key words: Africanized honeybees, Bee health, Varroa destructor, Nosema spp., hygienic
behaviour.
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1 INTRODUCAO

As abelhas realizam um dos mais importantes servigos ao meio ambiente, a polinizagao.
No Brasil, foram analisadas 141 culturas, das quais 85% dependem de insetos para realizar a
polinizacdo (GIANNINI et al., 2015), especialmente as abelhas. Esses insetos possuem uma
relacdo simbiotica com as plantas, que em troca do servi¢o de polinizacdo fornecem fontes
alimenticias energética (néctar) e proteica (polen) (SOUZA; EVANGELISTA-RODRIGUES;
PINTO, 2007). Além disso, a polinizacdo favorece o melhor desenvolvimento dos frutos,
aumento da qualidade fisiologica da semente, evitando malformacéo e perdas de frutos nas
colheitas (NASCIMENTO et al., 2012).

A abelha exdética Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae) é uma das
espécies de abelhas de grande importancia nas culturas agricolas, por ser uma espécie
generalista, coleta seu alimento em uma ampla variedade de plantas, realizando assim a
polinizagcdo destas (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012). Isso se deve ao processo de
africanizagdo com a chegada de abelhas africanas Apis mellifera scutellata em 1956 e
subespécies de abelhas meliferas europeias introduzidas no Brasil no século XI1X, originando
populacdes polihibridas de abelhas denominadas africanizadas (OLIVEIRA; CUNHA, 2005).

A apicultura é a criacdo racional de abelhas, uma atividade sustentavel, que possibilita
a geracdo de renda para agricultores familiares, diminuindo o éxodo rural, além de ter baixo
custo inicial quando comparada com outras atividades agricolas (FREITAS; KHAN; SILVA,
2004). Os principais produtos gerados atraves da atividade apicola sdo o mel, cera, prépolis,
geleia real, pélen e a apitoxina (FREITAS; KHAN; SILVA, 2004). Além do aluguel de
colmeias para o servico de polinizacdo em culturas agricolas (BIZOTTO; DOS SANTOS;
BOFF, 2018), um fator relacionado a queda na producdo é satde das abelhas.

No entanto, como todos 0s organismos Vvivos, as abelhas podem sofrer acdo de parasitas
e patdgenos, causando danos para toda a col6nia (REYBROECK et al., 2012). Dentre estes, 0s
microsporidios Nosema spp. (MICHALCZYK; SOKOL, 2014) e os 4caros Varroa destructor
(ROSENKRANZ et al., 2010) sdo apontados como causadores de perdas de col6nias em A.
mellifera. Além desses, os fatores climéaticos podem impactar negativamente as colénias, e de
acordo com o nivel de estresse, comprometer a fisiologia e até mesmo o comportamento das
abelhas (LE CONTE; NAVAJAS, 2008).

As abelhas desenvolveram mecanismos de defesa e adaptacdes para protecao da colénia,
buscando se prevenir de possiveis doengas (WILSON-RICH; DRES; STARKS, 2008). O
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comportamento higiénico (CH) é um desses mecanismos de defesa das abelhas, caracterizado
pela remocéo natural de abelhas mortas, doentes, ou parasitadas, sendo considerado o principal
fator de resisténcia das abelhas meliferas, sendo, portanto, monitorado por varios métodos de
estudo (OLINTO et al., 2015).

Nesse contexto, estudar parasitas que acometem as abelhas africanizadas, bem como seu
mecanismo natural de defesa é uma necessidade, uma vez que esses insetos sdo importantes

economicamente, socialmente, e principalmente, ecologicamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo objetivou medir o grau de comportamento higiénico em abelhas
africanizadas A. mellifera, bem como avaliar a presenca de parasitas e 4caro V. destructor e 0s

microsporidios Nosema spp., em apiario localizado no Recdncavo baiano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Verificar a presenca e quantidade de esporos do microsporidio Nosema spp. em coldnias de
A. mellifera pelo periodo de 10 meses;

» Auvaliar se a quantidade de esporos do Nosema spp. em abelhas africanizadas pode ser
influenciada por fatores ambientais;

» Investigar a presenca e indice de infestacdo do &caro V. destructor em coldnias de A.
mellifera pelo periodo de seis meses;

» Analisar se o indice de infestacdo do V. destructor em A. mellifera pode ser influenciado
por fatores climaticos;

» Aferir o nivel de comportamento higiénico nas colonias de A. mellifera estudadas, durante

cinco semanas em dois periodos (outubro e novembro de 2017 e fevereiro e marco de 2018).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Nosemose - Nosema spp.

Nosemose é uma doenca causada pelo desenvolvimento dos microsporidios Nosema
spp. (CHEN; HUANG, 2010), tendo as espécies N. apis e N. ceranae (WATANABE, 2008).
Os microsporidios desenvolvem e se reproduzem no intestino médio das abelhas (CORBY -
HARRIS et al., 2016; FREITAS et al., 2017) por meio de esporos, 0s quais resistem as
adversidades ambientais (FRIES, 2010), podendo danificar o aparelho digestivo e expor as
abelhas a acdo de bactérias e virus (WATANABE, 2008), sua transmissdo é por via fecal-oral
(CARLETTO etal., 2013).

A diferenciacdo especifica dos microsporideos pode ser feita por meio de microscépio
Optico, comparando o tamanho dos esporos, uma vez que esporos de N. apis sdo maiores que
N. ceranea (FRIES et al., 1996). O Nosema spp. podem ser encontrado em todos os paises onde
existem abelhas A. mellifera e ou A. ceranae (FRIES et al., 2013), no Brasil o N. ceranae esta
parasitando as abelhas africanizadas ha pelo menos 40 anos (TEIXEIRA et al., 2013).

A infeccdo causada por esses microsporidios apresenta sinais clinicos distintos, sendo o
N. ceranae considerado mais agressivo em relacdo ao N. apis (HIGES et al., 2008). Em
temperaturas de 25°C e 37°C que limita o desenvolvimento dos fungos, o N. ceranea consegue
completar seu ciclo de vida, além de ser mais rapido seu desenvolvimento (MICHALCZYK;
SOKOL, 2014). Higes et al. (2007) em seus estudos comentam que apos oito dias da infecgio
pelo N. ceranea as abelhas acabam morrendo, comprovando que o N. ceranea é mais perigoso
em comparacdo ao N. apis.

Neste sentido, os principais danos causados pela nosemose é a reducdo da longevidade
das abelhas, a diminuicdo de coleta de polen, a reducao na producdo de mel e a diminuicdo dos
individuos da col6nia (WHITAKER; SZALANSKI; KENCE, 2011).

Os esporos de nosema estdo mais presentes em abelhas campeiras em relagédo as recém-
emergidas e nutridoras, quanto maior a expectativa de vida das abelhas, ha maior possibilidade
da ocorréncia destes esporos nas mesmas (ROBERTS; HUGHES, 2014). Deste modo, a
nosemose é considerada uma das mais agravantes e prevalentes doencas em abelhas adultas no
mundo (MORITZ et al., 2010). A suscetibilidade dos enxames (DE JONG; GONCALVES;

MORSE, 1984) bem como as condig¢des climaticas do local onde as abelhas se encontram
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(GISDER et al., 2010) podem contribuir para maior incidéncia desse e de outros patdgenos em

A. mellifera.

3.2 Varroatose - Varroa destructor Anderson e Trueman (2000)

O éacaro Varroa destructor pertence a Ordem Parasitiformes, Subordem Mesostigmata
e Familia Varroidae. Este acaro é considerado cosmopolita (WILFERT et al., 2016), acredita-
se que foi introduzido na América do Sul em 1971, decorrente de importagdes de rainhas e cria
infestadas provenientes de apiarios paraguaios, sendo detectado no Brasil em meados de 1978
(DE JONG; GONGCALVES; MORSE, 1984).

O V. destructor ¢ um ectoparasita de crias e abelhas adultas. As fases de
desenvolvimento deste acaro sdo: ovo, larva, protoninfa, deuteroninfa e adultos (TURCATTO
et al., 2012). O acaro possui dimorfismo sexual onde as fémeas adultas medem 1,1 mm de
largura e 1,6 mm de comprimento e possui coloracdo marrom-escura. Os machos adultos
possuem forma arredondada, possuindo aproximadamente 0,5 mm de didmetro e coloracéo
creme (MONDET et al., 2016). Esse parasita se alimenta dos tecidos gordurosos das abelhas
(RAMSEY et al., 2019), podendo causar malformacédo de 6rgaos, reducdo no peso dos adultos
e diminuicdo da longevidade da populacdo da colonia (DUAY; DE JONG; ENGELS, 2003;
CASTAGNINO; ORSI, 2012).

O ciclo de vida deste parasita envolve dois estagios diferentes, a fase forética quando a
fémea esta aderida ao corpo da abelha adulta e a fase reprodutiva quando a fémea desprende
das abelhas operéarias para dentro de uma célula de cria antes de ser operculada (NAZZI; LE
CONTE, 2016). Uma vez dentro da célula, a fémea do &caro depositara os primeiros ovos, que
originara um macho e depois algumas fémeas, 0 macho tem a funcéo apenas de copular com as
fémeas, morrendo em seguida (NAZZI; LE CONTE, 2016). Essa ultima fase depende das
condi¢Bes da colbnia, pois esta diretamente relacionada a quantidade de crias de abelhas
disponiveis para que ocorra o desenvolvimento do acaro, uma vez que ele necessita da protecao
da célula e imobilidade da presa para concluir seu desenvolvimento (BEAUREPAIRE;
KRIEGER; MORITZ, 2017). As fémeas adultas do acaro ja fertilizadas irdo abandonar as
células de cria juntamente com a emergéncia da abelha adulta, o acaro podera iniciar novamente
uma nova fase reprodutiva, ou dependendo das condigdes da coldnia partir para a fase forética
(TURCATTO et al., 2012).
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O V. destructor e causador da doenca que acomete A. mellifera conhecida como
varroatose, apontada por perda de col6nias de abelhas, principalmente devido aos danos
secundarios causados pelo parasitismo, como a transmissdo de viroses (DEGRANDI-
HOFFMAN; CHEN, 2015; WILFERT et al., 2016) e bactérias (HUBERT et al., 2015),
reduzindo o tempo de vida desses insetos (MOORE; WILSON; SKINNER, 2014; WILFERT
et al., 2016), bem como provocar malformacéo da abelha adulto e consequentemente reducao
da populacdo (DUAY et al., 2003; CASTAGNINO; ORSI, 2012). As consequéncias pelo V.
destructor podem variar de acordo com a subespécie das abelhas, fluxo de alimento, periodo de
desenvolvimento das crias e a capacidade de deteccdo e remogdo do acaro pelas abelhas
(SANTOS et al., 2015).

3.3 Comportamento higiénico

O comportamento higiénico (CH) é considerado pela capacidade de detec¢éo e remocao
de crias mortas e/ou doentes nas células visando minimizar os riscos de disseminacdo de uma
determinada infecgdo dentro da colmeia (BIGIO; SCHURCH; RATNIEHS, 2013). As colbnias
de abelhas apresentam variabilidade no comportamento higiénico de acordo com sua genética,
e essa heranca genética é influenciada pela rainha (COSTA-MAIA et al., 2011). As abelhas
africanizadas sao mais resistentes as doencas das crias, devido ao comportamento higiénico
(GONCALVES et al., 2008), que contribui para o controle de doencas como a cria putrida
americana, causada pela bactéria Paenibacillus larvae spp. (BRODSGAARD; HANSEN,
2003); cria giz, causada pelo fungo Ascosphaera apis (INVERNIZZI, 2001) e a varroatose,
causada pelo acaro V. destructor (RASOLOFOARIVAO et al., 2015). O CH é avaliado de
acordo com a rapidez que as abelhas desoperculam a célula e removem a cria morta e/ou doente.
Normalmente as operarias entre 15-18 dias de idade sdo as responsaveis pelo CH na coldnia
(CASTAGNINO; PINTO; CARNEIRO, 2016).

Séo empregadas algumas metodologias para mensurar 0 comportamento higiénico em
colbnias de A. mellifera, como o0 metodo de perfuracdo de crias com alfinete entomologico
(NEWTON; OSTASIEWSKI, 1986), os metodos de congelamento de crias em freezer a -20
(SPIVAK; DOWNEY, 1998) e congelamento utilizando nitrogénio liquido (SPIVAK;
REUTER, 1998). O método de perfuracdo, consiste em usar alfinete entomoldgico para perfurar
abelhas na idade de pupas dentro dos alvéolos operculados (Buchler et al., 2013). Esse método

de perfuracédo de crias pode antecipar a remocao pelas abelhas, uma vez que quando as células
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de pupas sdo perfuradas o liquido é exsudado e traz para superficie fluidos corporais das crias
mortas, podendo, portanto, estimular a remocédo (GRAMACHO et al., 1999). Isso ocorre porque
as abelhas com habilidades para CH sdo mais sensiveis para detectar compostos volateis
exalados pelas crias mortas ou doentes (SWANSON et al., 2009). O método de congelamento
consiste na remocao de se¢des de favos das coldnias que tenham aproximadamente 100 células
de cada lado do quadro (5 x 6 cm) e acondicionadas em freezer -20°C, apds 24 horas sdo
reintroduzidas nos respectivos favos das colbnias. J& o congelamento das areas de cria por
nitrogénio liquido é realizado através de um tubo que delimita a area que sera adicionado o
nitrogénio.

Considerando a eficiéncia do método e levando em conta a praticidade para o produtor o0 método
mais indicado é o congelamento de crias em freezer -20° C As coldnias sdo classificadas como
higiénicas se possuirem percentual de remocao de pupas superior a 90%, colénias com nivel de
remocdo acima de 50%, porém menor que 90% sdo consideradas como possuindo
comportamento higiénico intermediario e coldnias com indice de remoc¢do de pupas mortas
menor que 50% sdo consideradas ndo higiénicas (BOUTIN et al., 2015). Além da detecc¢éo e
remocao das crias mortas e/ou doentes, outras atividades que estdo envolvidas no CH sdo a
inspecdo das células de cria antes da desoperculacdo, verificacdo das condicGes da cria apds
abertura da célula (com a introducédo das antenas nas células) e inspecdo da cria em estagio de
remocao (PEREIRA et al., 2013).

As coldnias consideradas higiénicas possuem maior interesse econdémico para a
apicultura, tendo em vista que a producdo de mel e pélen sdo maiores nestas em rela¢do as ndo
higiénicas (NICODEMO et al., 2013).



20

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do estudo

O estudo foi realizado entre agosto de 2016 e marco de 2019, no apiario experimental
do Grupo de Pesquisa Insecta da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB), Cruz
das Almas, Bahia (Fig. 1) (12°40°015” S, 39°04°57” O ¢ altitude 230 m). Cruz das Almas possui
clima tropical quente Umido, classificado como “Af” segundo a classificagdo de Képpen (SEI,
2014), temperatura média de 23°C, 1136 mm de precipitacdo pluviométrica anual e 80% de

umidade média.

Figura 1. Apiario experimental do Grupo de Pesquisa Insecta, UFRB, em Cruz das Almas, BA.
(Fonte: Acevo Insecta, 2018).
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4.2 Registro e autorizagédo no SISBIO

A coleta das abelhas foi realizada apds a obtencdo do registro pelo Sistema de
Autorizacéo e Informacao em Biodiversidade (SISBIO nimero 55056-2) e ocorreu em periodos

diferentes, de acordo com o experimento realizado.

4.3 Procedimento para contagem de esporos do Nosema spp. em Apis mellifera

Para verificar a quantidade de esporos do microsporidio Nosema spp., foram utilizados
os protocolos recomendados por Human et al. (2013) e Fries et al. (2013).
As operarias campeiras de A. mellifera foram coletadas diretamente da entrada de 14

col6nias, sendo realizadas 10 coletas, entre os meses de outubro de 2016 e junho de 2017 (duas
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coletas foram realizadas na primeira e Ultima semana de abril 2017). Cada coleta foi
representada por aproximadamente 30 operarias por més, totalizando 4200 abelhas analisadas.
As abelhas tiveram o abdémen removido com auxilio de pinga e foram macerados em
cadinhos com apoio do pistilo, ambos de porcelana, sendo acrescido 30 mL de agua destilada
(1 mL por abelha). O resultado do macerado foi filtrado e 5 puL foi transferido para camara de
Neubauer, deixado em repouso por dois minutos sendo procedida a contagem dos esporos em
microscopio optico Olympus (modelo P20, Massachusetts, EUA) utilizando objetiva de 400x.
O resultado (Fig. 2) foi composto pela média da leitura de trés I1dminas e submetido a
equacdo: NE x FD / AC x P = nimero de esporos por mL/abelha.
Onde:
NE = Numero de esporos contados;
FD = Fator de diluicdo (se houver);
AC = Areas contadas (mm:)
P = Profundidade (mm) da cAmara de Neubauer

Figura 2. A) Dissecacéo das abelhas para separacdo do abdémen com pinga; B) maceracao do
abdémen em &gua destilada com pistilo; C) filtragem do macerado; D) transferéncia de SuL do
macerado para cdmera de Neubauer; F) modelo da area contada na camera de Neubauer; G)
esporos do Nosema spp. encontrados em amostra de Apis mellifera. (Fonte: Acervo Insecta,
2016).
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4.4 Procedimentos utilizados para avaliagéo da infestacdo pelo acaro Varroa destructor em
Apis mellifera.

Para avaliar a presenca e indice de infestacdo do acaro V. destructor nas col6nias de A.
mellifera, foram coletadas aproximadamente 300 abelhas por colonia, no total de 10 colonias
pelo periodo de seis meses (entre outubro de 2018 e margo de 2019), totalizando
aproximadamente 18.000 abelhas avaliadas.

O protocolo adotado foi o recomendado por Dietemann et al., (2013), onde as abelhas
foram coletadas no interior da coldnia entre os quadros contendo crias em fase larval (cria
aberta) e imediatamente transferidas para contéiner contendo alcool 70% e acondicionadas em
freezer (-20°C) até o momento da triagem das amostras. As abelhas coletadas foram separadas
dos acaros em agua corrente, transferidas para bandeja de cor clara (para facilitar a visualizacédo
dos &caros) e agitadas para auxiliar de forma a auxiliar na separagdo de acaros que pudessem
ainda estar aderidos ao corpo das abelhas. Apds a separagdo dos acaros das abelhas estes foram
contados (Fig. 3), e o percentual de infestacdo por amostra foi calculado, dividindo a quantidade

de V. destructor encontrada pela quantidade de abelhas por amostra e multiplicado por 100.
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Figura 3. Processo de triagem das amostras para remogao do acaro Varroa destructor: A) acaro
V. destructor sobre Apis mellifera; B) separagédo das abelhas do &lcool e retirada dos acaros das
abelhas; C) acaros retidos no recipiente; D) triagem mecéanica da amostra; E) contagem das

abelhas e acaros; F) armazenamento das amostras. (Fonte: Acervo Insecta, 2016).

4.5 Procedimentos utilizados para avaliagdo do comportamento higiénico em Apis

mellifera

O estudo foi realizado em dois periodos distintos: de outubro a novembro de 2017 e de
fevereiro a marco de 2018. Em cada periodo, semanalmente, durante cinco semanas, 10
coldnias de abelhas foram avaliadas. A avaliagdo das col6nias para o comportamento higiénico
foi realizada de acordo com Biichler et al. (2013). Para tanto, foram selecionados quadros com
cria de abelhas operculadas (em fase de pupa), provenientes de col6nias sem sinais de doenca
e/ou parasitismo. Os quadros foram mantidos em freezer -20°C por 24h (para garantir que todas
as pupas estariam mortas), em seguida foram cortados em éareas de 5 x 6 cm (contendo
aproximadamente 100 pupas em cada lado). As areas com pupas foram introduzidas em 10
coldnias e como controle, uma area com crias operculadas vivas da propria colénia foi marcada
com tinta atoxica. O registro da quantidade das pupas removidas foi realizado com 24 horas
apos a introducdo das areas de teste (Fig. 04).
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Figura 4. Avaliacdo de comportamento higiénico em Apis mellifera: A) areas de pupas mortas
apos acondicionamento em freezer -20°C por 24 horas; B) area de pupas mortas introduzidas

na colmeia e controle (area de tamanho similar delimitada no préprio quadro contendo pupas

vivas); C) areas de pupas removidas com 24 horas; D) area de pupas mortas removidas durante
48 horas. (Fonte: Acervo Insecta, 2018).

Para classificagdo do comportamento higiénico em A. mellifera foi adotada a
classificacdo desenvolvida por Boutin et al. (2015), onde col6nias com indice de remocéo de
pupas mortas menor que 50% sao consideradas ndo higiénicas (NH); colénias com nivel de
remocdo acima de 50%, porém menor que 90% sdo enquadradas como possuindo
comportamento higiénico intermediario (Cl); e col6nias com remocao de pupas acima de 90%

séo consideradas higiénicas (CH).

4.6 Estimativa da populagdo de adultos e cria operculada em Apis mellifera

A populacéo de adultos e cria operculada de cada col6nia foi estimada de acordo com
a metodologia proposta por Delaplane.; Van Der Steen; Guzman, (2013) com modificaces
para a contagem da cria operculada. A populacdo adulta foi estimada pelo percentual de abelhas
em repouso nos quadros da coldnia (que sdo avaliados um por um) e determinado o percentual
de abelhas, que apds é multiplicado pela quantidade de abelhas que o percentual representa

(100% de cada face do quadro da coldnia corresponde a 1300 abelhas e 100% de cada face do
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quadro de melgueira corresponde a 600 abelhas). A &rea de cria de cada face dos quadros da
coldnia foi fotografada e posteriormente cada célula de cria operculada foi contada. Esse

procedimento foi realizado na primeira semana do experimento nos dois periodos estudados.

4.7 Parametros climaticos

Os dados climaticos (média de 10 anos) temperatura e precipitacdo pluviométrica foram
obtidos no Climate-Data (2019) e utilizados para a comparacdo com os resultados de Nosema
spp. e V. destructor nos diferentes meses avaliando a possivel influéncia destes sobre o nivel

de infestacdo para o V. destructor e quantidade de esporos para o Nosema spp..

4.8 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados primeiramente por meio de estatistica descritiva
(Anexo 1). A normalidade dos resultados foi analisada por meio do teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Com a confirmacdo da ndo normalidade dos dados estes foram transformados
utilizando Box-Cox e as médias comparadas pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis a 5%
de significancia.

Para a avaliacdo dos esporos de Nosema spp. cada amostra por coldnia foi considerada
uma repeticdo (13 colbnias/repeticdes), sendo as médias comparadas entre os diferentes meses
estudados. Similar procedimento foi realizado nos trabalhos de comportamento higiénico,
comparacdao entre populacdo adulta e imatura (cria operculada ou pupa) de abelhas e nivel de
infestacdo pelo V. destructor.

A correlacdo de Pearson foi utilizada para avaliar a possivel interacdo dos fatores:
» Temperatura, precipitacdo pluviométrica versus quantidade de esporos do Nosema spp.;
» Temperatura, precipitacdo pluviométrica versus nivel de infestacdo do V. destructor;
» E comportamento higiénico versus populacdo adulta e imatura (cria operculada) das
abelhas.

No estudo de comportamento higiénico os parametros climaticos ndo foram avaliados

devido ao fato que foram realizados apenas dois periodos, ndo havendo repeticdes desses dados

em quantidade suficiente para apresentar uma variacao significativa.



26

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Nosema spp. em Apis mellifera

Todas as colonias de A. mellifera estudadas apresentaram esporos do Nosema spp.
durante os meses do experimento. A média de esporos variou de 32,50 (janeiro) a 1274,75
esporos/abelha (abril 1) (Grafico 1).

Grafico 1. Média mensal da quantidade de esporos do Nosema spp. em Apis mellifera. A
variacdo das médias foi testada utilizando o teste Kruskall-Wallis a 5% de significancia e a

diferenca entre as médias é evidenciada pelas diferentes letras ao longo dos meses avaliados.
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Os parametros climéticos e a quantidade de esporos do microsporidio nos diferentes
meses avaliados podem ser observados no Grafico 2. Ocorreu aumento na quantidade de
esporos do Nosema spp. com o aumento do volume de chuvas, o que também foi observado na
correlacdo de Pearson, que apresentou forte correlacdo entre precipitacdo pluviométrica e
quantidade de esporos por abelha (r=0,89), enquanto a temperatura apresentou fraca correlagéo
com a quantidade de esporos por abelha (r=0,27), poderia esta relacionado a falta de variagdo

das médias para esse parametro ao longo dos meses avaliados.
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Grafico 2. Variagdo mensal da quantidade média de esporos do Nosema spp. em Apis mellifera
em contraste com a média historica da temperatura e precipitacdo pluviométrica para a cidade
de Cruz das Almas, BA.
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As abelhas africanizadas estudadas apresentaram baixa média de esporos (entre 32,50 a
1274,75), sendo diferente do observado para abelhas europeias (FRIES, 2010). No entanto,
esporos do Nosema spp. foram encontrados em todas as amostras nos diferentes meses
avaliados, resultado similar foi observado em A. mellifera da regido temperada (MARTIN-
HERNANDEZ et al., 2007).

A quantidade de esporos apresentou forte correlacdo com maior volume pluviométrico,
0 que pode estar relacionado com a longevidade das abelhas, uma vez que em periodos de fortes
chuvas esses insetos ndo realizam atividade de forrageio, e o tempo de vida da abelha é
proporcional ao tempo de voo desta (WINSTON, 1991). As abelhas africanizadas
provavelmente apresentaram maior longevidade no periodo com maior pluviosidade, o que
possibilita a multiplicacdo do microsporidio, aumentando assim a quantidade de esporos por
abelha. A quantidade de esporos do Nosema spp. apresenta correlacdo com a idade da abelha
adulta em regibes temperadas, uma vez que quanto maior a longevidade da abelha, maior a
guantidade de esporos (MULHOLLAND et al.,, 2012), sendo no periodo da primavera
observada a maior contagem de esporos (GISDER et al., 2010).

A fraca correlagdo entre a quantidade de esporos e a temperatura, pode ser devido a
pouca variacdo deste parametro fora da colmeia. Uma vez que no interior da colmeia a
temperatura € constante (WINSTON, 1991), permanecendo em torno de 33°C, temperatura
ideal para o desenvolvimento das crias de abelhas, bem como para o desenvolvimento do

microsporidio (LIMA, 2017). Todavia, temperaturas até 25°C e acima de 37°C podem afetar o
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desenvolvimento desse parasita (MICHALCZYK; SOKOL, 2014), o que pode ser favoravel no
desenvolvimento das abelhas africanizadas no Brasil, dado as altas temperaturas em alguns

locais.
5.2 Infestacéo pelo V. destructor

Foi observada a presenca do acaro V. destructor em Apis mellifera em todos os meses
avaliados (Grafico 3). A média dos meses variou entre 1,66 (outubro/2018) e 3,18
(marco/2019). As médias de infestacdo pelo &caro nas abelhas nos diferentes meses nédo

apresentaram significancia estatistica quando comparadas pelo teste Kruskal-Wallis (p>0,05).

Grafico 3. Comparacdo entre temperatura (°C) e precipitacdo (mm) e média do Varroa

destructor com os meses estudados.
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O nivel de infestagdo pelo V. destructor nas coldnias de abelhas africanizadas estudadas
podem ser considerados baixos. Resultados obtidos por Correia-Oliveira et al. (2018)
mostraram que esse acaro esta amplamente distribuido no Estado baiano, com niveis de
infestacdo variando entre 3,0% a 6,4% (). Os resultados sdo inferiores aos encontrados em
regides temperadas, que normalmente possuem indice de presenca por esse &caro elevado
(GIACOBINO et al., 2016).

Outros fatores podem ter influenciado o baixo nivel de parasitismo pelo acaro nas

coldnias avaliadas, uma vez que é sugerido que a variacdo do nivel de infestacdo pode ser
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influenciada pelas esta¢des climaticas, oferta de pasto apicola, mudangas no comportamento
das abelhas (PINTO etal., 2011) e comportamento higiénico (GUZMAN-NOVOA et al., 2012).

Os parametros climaticos apresentaram correlagdo positiva com o nivel de infestacao
pelo V. destructor nas coldnias de A. mellifera, onde a temperatura apresentou alta correlacdo
(r=0,84) e a precipitagdo pluviométrica apresentou moderada correlacdo (r=0,64). Resultado
semelhante ao observado em estudo anterior realizado no Reconcavo Baiano, onde correlagao
positiva foi observada entre V. destructor e temperatura, e correlacdo negativa foi observada
entre esse acaro e precipitacdo pluviomeétrica (CORREIA-OLIVEIRA et al., 2018).

Nos resultados obtidos, foi observada forte correlagdo positiva entre nivel de infestacéo
do &caro e temperatura, mostrando que com a elevacdo da temperatura na area o nivel de
infestacdo pelo V. destructor tende a aumentar, ocorrendo 0 oposto com a precipitacéo
pluviométrica versus infestacdo pelo &caro, que apresentou moderada correlacdo negativa,
indicando que existe uma tendéncia a reducdo do nivel de infestacdo pelo &caro com o aumento

do volume de chuvas na area estudada.

5.3 Comportamento Higiénico em abelhas Apis mellifera

As abelhas africanizadas A. mellifera apresentaram percentual de remocdo de pupas
mortas inferior a 90%, sem diferenca estatistica (Kruskal-Wallis, p>0,05) entre as semanas, nos
dois periodos estudados (Grafico 4). Apenas no periodo de fevereiro, a média percentual geral

de remocéo foi acima de 90%.

Graéfico 4. Média do percentual de remocédo de pupas mortas por abelhas Apis mellifera em
cinco diferentes semanas realizado em outubro e novembro de 2017 (A) e fevereiro e marco de
2018 (B).
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Pela média geral, apenas 10% das coldnias apresentaram comportamento higiénico na
primeira avaliacdo que ocorreu em outubro e novembro de 2017. A maioria das col6nias
apresentou comportamento higiénico intermediario, ou seja, a remoc¢do de pupas mortas foi

menor que 90% e maior que 50% (Gréafico 5).

Graéfico 5. Percentual médio de remocédo de pupas mortas de Apis mellifera durante cinco

semanas de estudo no periodo de outubro a novembro de 2017.

Ja em fevereiro, as coldnias apresentaram maior remocao (<90%), sendo considerada

em sua maioria como higiénicas (Grafico 6).

Gréfico 6. Percentual médio de remocgdo de pupas mortas de Apis mellifera durante cinco

semanas de estudo no periodo de fevereiro a marco de 2018.
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Os resultados para o percentual de remogéo de pupas mortas foram maiores em abelhas
africanizadas no sertdo paraibano, onde trés dos quatro grupos de apiérios estudados
apresentaram coldnias com percentual de remocéo de pupas mortas acima de 90% (OLINTO et
al., 2015). No entanto, os pesquisadores usaram o método de perfuracdo das pupas de abelhas,
considerado um método de pouca confiabilidade uma vez que a perfuracdo das pupas libera
fluido corporal que atraem as abelhas (GRAMACHO et al., 1999), a deteccdo da cria morta é
orientada por feroménios especificos (MCAFEE et al., 2018).

Os resultados do presente estudo mostraram que as abelhas africanizadas apresentam
nivel de remogdo variavel de acordo com o periodo avaliado e quantidade de exposicdo das
pupas mortas. Observando cada colénia separadamente, estas apresentaram nivel de remoc¢éo
de pupas mortas diferente em cada uma das cinco semanas estudadas por periodo, no entanto,

apresentando maior similaridade de remocdes de pupas em fevereiro (Gréafico 7).

Grafico 7. Percentual de remocéo de pupas mortas de Apis mellifera em 24h por colénia durante

cinco semanas em outubro a novembro de 2017 (A) e fevereiro a marco de 2018 (B).
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Com a perda de 40% das colbnias, que ocorreu entre dezembro de 2017 e fevereiro de
2018, foi possivel apenas comparar os resultados entre os dois periodos (2017 e 2018) em seis
col6nias. Quando comparado o comportamento higiénico entre as colGnias sobreviventes nos
dois periodos foi observada significancia pelo teste de Kruskal-wallis (p<0,05), com as colonias
apresentando maior indice de remocdo em fevereiro. Com uma melhora consideravel inclusive
em col6nias que ndo haviam apresentado comportamento higiénico em outubro.

A populagéo de abelhas adultas e imatura (pupas em células fechadas) apresentou fraca
correlagéo negativa (r=-0,10 e r=-0,27 respectivamente) com o comportamento higiénico para
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0 experimento realizado no més de outubro e moderada correlagcdo negativa (r=-0,51 e r=-0,66
respectivamente). Os valores obtidos para o comportamento higiénico versus populac¢Ges para
0s dois periodos estudados podem ser observados no Grafico 8.

A fraca correlacdo negativa pode ser um reflexo da situacéo das coldnias no periodo do
experimento. Uma vez que essa correlacéo indica que com o aumento da populacdo (adultos e
pupas) ocorreu reducdo no comportamento higiénico. Esse resultado pode estar correlacionado
com a ideia que quanto maior a populacdo de adulto e crias, mais saudavel se encontra a colénia,
necessitando de menor CH, desta forma as colbnias irdo apresentar maiores niveis de
comportamento higiénico quando uma determinada doenca acomete a col6nia, em periodos de
sanidade, o CH nessa mesma col6nia pode ser reduzido (AL TOUFAILIA et al., 2018).

O aumento da remocao de pupas das colonias em 2018, que haviam apresentado CH
reduzido em 2017, deve estar relacionado a variacdo genética das coldnias, uma vez que de
acordo com Arathi e Spivak (2001) a composicdo genotipica das colénias pode influenciar o
CH, influenciando a eficiéncia em deteccdo, desoperculacdo e remocdo das crias doentes ou

infestadas.

Gréfico 8. Comparacdo entre a média da populacdo de Apis mellifera adultas e percentual de
remog&o de pupas mortas em 24h em outubro a novembro de 2017 (A) e fevereiro a margo de
2018 (B).
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6 CONCLUSOES

Neste estudo foi observado que os parasitas Nosema spp. e Varroa destructor estdo
presentes nas abelhas Apis mellifera da regido estudada e que os pardmetros ambientais podem
influenciar no aumento desses parasitas nas abelhas. A precipitacdo pluviométrica foi o
parametro climatico mais importante para Nosema spp. Influenciando-o positivamente,
indicando que com o aumento do volume de chuvas pode ocorrer 0 aumento da quantidade de
esporos por abelha. J& o V. destructor foi mais influenciado pela temperatura, que apresentou
alta correlacdo com o indice de infestacdo pelo &caro, enquanto a precipitacdo pluviométrica
apresentou moderada influéncia na quantidade de parasita nas colénias de abelhas, indicando
gue nos meses gquentes com precipitacdo pluviométrica pode ocorrer o aumento da quantidade
do V. destructor nas colonias de abelhas. Por fim, o estudo mostrou que o comportamento
higiénico em abelhas africanizadas pode ser variavel de acordo com a populagédo da col6nia,
periodo do ano e geracdo de abelhas que esta dominante na colénia, podendo passar de ausente
para presente.

Os resultados evidenciam a importancia do monitoramento e conhecimento do padrao
do comportamento higiénico em A. mellifera, uma vez que esse comportamento é vital para

evitar a perda de col6nias e consequentemente danos ecol6gicos e econémicos.
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ANEXOS

Tabela 1. Estatistica descritiva dos resultados obtidos nos estudos sobre o microsporidio Nosema spp. realizado entre 2016 e 2017 em apiario do

Recdncavo da Bahia.

2016 | 2017

Meses Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr/01 Abr/02 Mai Jun
N 14 14 14 13 13 11 11 7 6 6
Min 0 0 0 0 22 22 0 0 0 0
Max 467 2333 133 133 11089 2111 8844 555 178 67
Soma 2267 2644 533 422 15422 4800 14022 644 244 178
Média 162 189 38 32 1186 436 1275 92 41 30
Erro 43 166 11 12 833 227 833 77 28 9
\Y/ 25560 385926 1856 1779 9029509 568619 7631731 42046 4823 527
DP 160 621 43 42 3005 754 2763 205 69 23
Mdiana 78 0 22 22 133 89 89 22 11 22
25 % 55 0 0 0 78 67 22 0 0 17
75 % 294 22 72 56 800 333 622 44 78 50
CVv 99 329 113 130 253 173 217 223 170 77

N: Ndmero de coldnias; Min: Minimo; Max: Maximo; V: Variancia; DP: Desvio padrdo; Mediana: Mediana; 25%: 25% percentil; 75%: 75% percentil; CV: Coeficiente de varia¢&o;
Out: outubro; Nov: Novembro; Dez: Dezembro; Jan: Janeiro; Fev: Fevereiro; Mar: Marcgo; Abr: Abril; Mai: Maio; Jun: Junho.
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Tabela 2. Estatistica descritiva do comportamento higiénico mostrando os resultados de

remoc¢do de pupas mortas de Apis mellifera apds 24h de introducdo em 2017 em apiério do

Recdncavo da Bahia.

Semana 24h-1 24h-2 24h-3 24h-4 24h-5
N 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Min 41,49 62,71 26,67 44,23 25,73
Max 93,98 100,00 99,46 100,00 87,00
Soma 720,83 821,86 624,67 765,40 560,53
Média 72,08 82,19 62,47 76,54 56,05
Erro 4,46 4,44 7,42 7,39 7,19
\/ 199,41 197,27 550,64 546,69 516,43
DP 14,12 14,04 23,47 23,38 22,72502
Mediana 71,96 81,09 58,39 81,97 55,59
25 % 65,66 70,00 44,09 48,76 32,94
75 % 82,32 94,69 84,75 98,64 81,91
CVv 19,59 17,08968 37,56506 30,55 40,54

N:Ndmero de colbnias; Min: Minimo; Max: Maximo; V: Variancia; DP: Desvio padrdo; Mediana: Mediana;

25%: 25% percentil; 75%: 75% percentil; CV: Coeficiente de variacéo.

Tabela 3. Estatistica descritiva do comportamento higiénico mostrando os resultados de
remoc¢do de pupas mortas de Apis mellifera apds 24h de introducdo em 2018 em apiario do

Recdncavo da Bahia

Semana 24h-1 24h-2 24h-3 24h-4 24h-5
N 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Min 46,00 60,49 54,54 80,51 100,00
Max 97,54 100,00 100,00 100,00 100,00
Soma 445,66 539,08 553,94 577,26 600,00
Média 74,28 89,85 92,32 96,21 100,00
Erro 8,84 6,39 7,56 3,18 0,00
V 469,47 244 .81 342,57 60,83 0,00
DP 21,67 15,65 18,51 7,80 0,00
Mediana 81,67 97,43 100,00 100,00 100,00
25 % 48,45 77,91 88,18 92,69 100,00
75 % 91,51 100,00 100,00 100,00 100,00
cVv 29,17 17,41 20,05 8,11 0,00

N: Numero de coldnias; Min: Minimo; Max: Maximo; V: Variancia; DP: Desvio padrdo; Mediana: Mediana; 25%:
25% percentil; 75%: 75% percentil; CV: Coeficiente de variacéo.
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Tabela 4. Estatistica descritiva da populacdo adulta e imatura (pupas em células fechadas) de

Apis mellifera em 2017 e 2018 em apiario do Recdncavo da Bahia.

Populacdo  Adulto-17 Adulto-18 Pupa-17 Pupa-18
N 10

Min 2795 2093 1614

Max 10114 10699 11782 10962
Soma 51048 29848 61479 27161
Média 5105 4975 4527

Erro 830 1387 1342

\ 68920,38 115,07 87060,66 108,07
DP 2625 3397 3287

Mediana 4550 3607 3626

25 % 3065 2395 2683

75 % 6360 8183 5961

cVv 51 68

N: NUmero de colbnias; Min: Minimo; Max: Mé&ximo; V: Variancia; DP: Desvio padrdo; Mediana: Mediana; 25%:
25% percentil; 75%: 75% percentil; CV: Coeficiente de variacéo.

Tabela 5. Estatistica descritiva dos resultados obtidos nos estudos sobre o acaro Varroa

destructor realizado entre 2018 e 2019 em apiario do Recdncavo da Bahia.

Meses 2018 2019

Out Nov Dez Jan Fev Mar
N 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00
Min 0,00 0,58 0,00 0,00 0,00 0,23
Max 8,70 8,65 9,69 7,01 11,21 14,09
Soma 14,94 18,15 19,67 22,80 27,54 28,62
Média 1,66 2,02 2,19 2,53 3,06 3,18
Erro 0,91 0,85 1,02 0,80 1,13 1,43
\V 7,48 6,52 9,46 5,81 11,41 18,35
DP 2,73 2,55 3,08 2,41 3,38 4,28
Mediana 0,49 1,10 0,71 2,33 1,78 2,15
25 % 0,26 0,67 0,22 0,00 1,08 0,35
75 % 1,89 2,05 3,08 4,29 3,95 3,44
cv 164,72 126,70 140,73 95,19 110,37 134,69

N: Ndmero de colbnias; Min: Minimo; Max: Maximo; V: Variancia; DP: Desvio padrdo; Mediana: Mediana; 25%: 25%
percentil; 75%: 75% percentil; CV: Coeficiente de variagdo; Out: outubro; Nov: Novembro; Dez: Dezembro; Jan: Janeiro;
Fev: Fevereiro; Mar: Marco.



