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VIROSES E NOSEMOSE EM ABELHAS (HYMENOPTERA: APIDAE) NA
REGIAO DA BACIA DO JACUIPE, BAHIA

RESUMO GERAL

As abelhas africanizadas sdo organismos de importante relevancia para o equilibrio
do meio ambiente e desenvolvimento da agricultura, tanto pelo servigo de
polinizagdo quanto pela possibilidade de exploragdo dos produtos da colmeia. No
entanto, perdas de colb6nias de Apis mellifera sao relatadas em todo o mundo com
causas como a contaminacgéo por fungos Vairimorpha apis e V. ceranae e 0s virus
patogénicos. O objetivo deste trabalho foi registrar a presenga e o nivel de infecgao
de V. apis e a V. ceranae em A. mellifera, além de detectar a presencga de virus
patogénicos em amostras de A. mellifera e V. destructor. As amostras avaliadas
foram provenientes de cinco apiarios localizados na Regido da Bacia do Jacuipe,
Bahia. A determinacédo do indice de infeccdo de Vairimorpha spp. foi realizada
mensalmente durante o periodo de um ano através de contagens em camara de
Neubauer em microscoépio Optico, posteriormente, a identificacdo molecular da
espécie presente na amostra foi feita por meio da técnica de Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) usando primers especificos para V. apis e V. ceranae. A
presenca de virus foi avaliada em amostras de A. mellifera e de V. destructor
coletadas durante o periodo de cinco meses no ano 2021, por meio de RT-PCR
utilizando primers especificos para cinco espécies virais (DWV, ABPV, IAPV, CBPV
e BQCV). Como resultado identificamos V. ceranae em 100% das colbnias
analisadas e em todos os meses de coleta, outubro representando o maior nivel de
infecgdo (49%) e dezembro o menor, com nivel de infecgdo variando de nulo a
semiforte, nao foi constatada a presenca de V. apis. A ocorréncia de V. ceranae foi
observada durante todos os meses do ano, sendo que as condigbes ambientais
foram favoraveis a multiplicagdo do fungo. Neste trabalho foi detectada também a
presenca dos virus DWV, ABPV e BQCV em amostras de A. mellifera e de V.
destructor. Os virus IAPV e CBPV ndo foram detectados. O virus DWV estava
presente em todas as amostras avaliadas. Foram observadas infec¢gbes simples
apenas com o virus DWV. Em 60% das amostras de A. mellifera avaliadas foram
observadas infecgéo dupla do tipo DWV-ABPV e 40% do tipo DWV-BQCV. Todas
as infecgdes duplas observadas nas amostras de V. destructor foram do tipo DWV-
BQCV. Assim concluimos que, a deteccao de V. ceranae e dos virus DWV, ABPV
e BQCV nas amostras avaliadas confirma a presenca desses patdogenos em
apiarios na Regido da Bacia do Jacuipe demonstrando a necessidade de agbes de
monitoramento das abelhas dessa localidade. Além disso, concluimos que o acaro
V. destructor pode atuar como vetor dos virus DWV, ABPV e BQCV em A. mellifera
nesta regido, contribuindo com a presenca e disseminagao desses patdgenos nos
apiarios. Nesse sentido este trabalho devera contribuir com o conhecimento
cientifico da sanidade apicola de apiarios da Bacia do Jacuipe - Bahia, além de
fornecer subsidios para o melhor manejo das colénias evitando a proliferacao e
possiveis impactos causados pelo fungo V. ceranae e pelos virus DWV, ABPV e
BQCV.

Palavras-chave: Sanidade apicola, Vairimorpha, Varroa destructor, Virus,
Nosema.



VIROSES AND NOSEMOSIS IN BEES (HYMENOPTERA: APIDAE) IN THE
BACIA OF JACUIPE REGION, BAHIA

GENERAL ABSTRACT

Africanized bees are organisms of great importance for the balance of the
environment and the development of agriculture, both for the pollination service and
for the possibility of exploiting the hive products. However, losses of Apis mellifera
colonies are reported all over the world due to causes such as contamination by
Vairimorpha apis and V. ceranae fungi and pathogenic viruses. The objective of this
work was to record the presence and level of infection of V. apis and V. ceranae in
A. mellifera, in addition to detecting the presence of pathogenic viruses in samples
of A. mellifera and V. destructor. The evaluated samples came from five apiaries
located in the Bacia of Jacuipe Region, Bahia. Determination of the Vairimorpha
spp. was carried out monthly during a period of one year through counts in a
Neubauer chamber in an optical microscope, subsequently, the molecular
identification of the species present in the sample was carried out using the
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique using specific primers for V. apis and
V. ceranae. The presence of viruses was evaluated in samples of A. mellifera, and
V. destructor collected during the period of five months in the year 2021, through
RT-PCR using specific primers for five viral species (DWV, ABPV, IAPV, CBPV and
BQCYV). As a result, we identified V. ceranae in 100% of the analyzed colonies and
in all collection months, October representing the highest level of infection (49%)
and December the lowest, with an infection level ranging from null to semi-strong, it
was not the presence of V. apis was verified. The occurrence of V. ceranae was
observed during all months of the year, and the environmental conditions were
favorable to the multiplication of the fungus. In this work, the presence of DWV,
ABPV and BQCV viruses was also detected in samples of A. mellifera and V.
destructor. The IAPV and CBPYV viruses were not detected. DWV virus was present
in all evaluated samples. Simple infections with DWV virus only have been
observed. In 60% of the A. mellifera samples evaluated, double infection of the
DWV-ABPV type and 40% of the DWV-BQCV type were observed. All dual
infections observed in V. destructor samples were of the DWV-BQCV type. Thus,
we conclude that the detection of V. ceranae and the DWV, ABPV and BQCV
viruses in the evaluated samples confirms the presence of these pathogens in
apiaries in the Bacia of Jacuipe Region, demonstrating the need for actions to
monitor the bees in that locality. In addition, we conclude that the mite V. destructor
can act as a vector of DWV, ABPV and BQCYV viruses in A. mellifera in this region,
contributing to the presence and dissemination of these pathogens in apiaries. In
this sense, this work should contribute to the scientific knowledge of the beekeeping
health of apiaries in the Bacia of Jacuipe Region, Bahia, in addition to providing
subsidies for better management of the colonies, avoiding the proliferation and
possible impacts caused by the fungus V. ceranae and by the viruses DWV, ABPV
and BQCV.

Key words: Bee health, Vairimorpha, Varroa destructor, Virus, Nosema.
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1. INTRODUGAO GERAL

Os insetos sdo os principais polinizadores da maioria das culturas
agricolas, pois aproximadamente 70% das culturas dependem da polinizagao
realizada por estes organismos (RICKETTS et al., 2008). Este servigo € essencial
para a reprodugdo e manutengdo de espécies vegetais, sendo as abelhas os
principais agentes polinizadores que contribuem de forma direta com a diversidade
genética da flora e de cultivos agricolas (GARIBALDI et al., 2016).

No mundo sao registadas mais de 20 mil espécies de abelhas que exercem
papel importante na biodiversidade vegetal e servigos ecossistémicos por meio da
polinizag&o. O Brasil, devido sua riqueza de ecossistemas e expanséao territorial, &
privilegiado por abrigar abelhas solitarias e sociais, com mais de 300 espécies de
abelhas nativas, além das abelhas Apis mellifera L. 1758 que, apesar de ndo serem
nativas, estdo em maior abundancia no pais (FOGEL, 2019).

A abelha A. mellifera no Brasil conhecida como abelhas africanizadas € um
poli-hibrido devido ao cruzamento de subespécies europeias (A. m. mellifera e A.
m. ligustica) com a subespécie africana (A. m. scutellata) (PEDROSO; FEITOSA,
2013). Essas abelhas além de contribuirem com a polinizagdo sdo importantes por
gerarem renda através dos produtos da colbnias, que s&o extraidos e
comercializados por apicultores.

A apicultura no Brasil € uma atividade bastante promissora para pequenos,
médios e grandes produtores (BACAXIXI et al., 2011), sendo explorado, além do
mel, a geleia real, pdlen, prépolis e apitoxina e dente outros (TEIXEIRA,
VERISSIMO, 2015). Assim, diante da importancia econémica e social das abelhas
africanizadas, estudos que monitoram e detectam fatores que contribuem no
enfraquecimento e perda de colénias sdo necessarios, uma vez que o declinio
desse grupo polinizador na natureza acarreta em prejuizos socioeconémicos como
também contribui com uma perda substancial da flora mundial (OLLERTON;
WINFREE; TARRANT, 2011).

As abelhas estdo em um processo gradativo de ameaga a extingao,
sofrendo declinio populacional cada vez maior, devido a diversos fatores como o
uso indiscriminado de produtos fitossanitarios, manejo inadequado das colonias,
desmatamento, doengas causadas por fungos, virus e bactérias e dentre outros
(BERINGER; MACIEL; TRAMONTINA, 2019). Esses fatores podem agir ou ndo de
forma independente e a interagdo entre eles pode ocasionar no colapso das
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colénias (LOPES; HENRIQUES; PINTO, 2021).

Dentre os parasitos e patdogenos responsaveis por perdas de colonias,
existem o fungo Vairimorpha spp., que € responsavel por causar a doenga
nosemose, afetando o intestino das abelhas e comprometendo seu desempenho e
sobrevivéncia (PASCA et al., 2019), o acaro Varroa destructor que € apontado
como uma das principais causas para o desaparecimento das abelhas em todo o
mundo (LESTER et al., 2022), ndo so6 por enfraquecer as abelhas se alimentando
da sua gordura corporal (RAMSEY et al., 2019), mas também por transmitir virus
patogénicos, podendo intensificar essa carga viral dentro e entre as colonias,
ocasionando na morte das mesmas (NOEL;LE CONTE; MONDET, 2020, REAMS;
RANGEL, 2022). No entanto, existem poucos estudos na Bahia descrevendo a
incidéncia desses microrganismos em A. mellifera, ressaltando a importancia do
desenvolvimento deste trabalho.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi registrar a presenca e o nivel de
infeccdo por Vairimorpha apis e V. ceranae em A. mellifera, além de detectar a
presenga de virus patogénicos em amostras de A. mellifera e V. destructor da
regido da Bacia do Jacuipe, Bahia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia das abelhas

As principais espécies vegetais de relevancia econémica sao dependentes
da polinizagdo realizada por diferentes agentes polinizadores (TOLEDO et al.,
2003), incluindo os insetos que apresentam maior eficiéncia na polinizagdo em
funcdo da sua diversidade, pois representam 70% das espécies de animais
conhecidas na natureza (WIENS et al., 2015). Embora a polinizagao seja realizada
por fatores bidticos e abidticos, as abelhas se destacam como os principais
polinizadores, sendo que algumas espécies vegetais dependem diretamente delas
para sua manutengao (SOUZA et al., 2007). De acordo com Klee et al. (2007), o
nivel de dependéncia de polinizadores pelas culturas agricolas pode ser
classificado como essencial, alto, moderado e pequeno, tendo em vista que 70%
das plantas utilizadas no consumo humano dependem da polinizacdo realizada
pelas abelhas. No processo de polinizagao, as abelhas sdo beneficiadas por meio
da oferta de recursos florais, fornecidos pelas plantas. Enquanto elas visitam as
plantas para coletar recursos florais, os grédos de p6len se aderem aos seus corpos
e assim sao passados para uma préxima planta da mesma espécie ao frequentar
suas flores, garantindo uma polinizagdo cruzada eficiente (IMPERATRIZ-
FONSECA; NUNES-SILVA, 2010).

A maioria das abelhas sociais s&o manejadas e exploradas
comercialmente, pois além da polinizagao de culturas agricolas e espécies vegetais
nativas, existem os produtos e subprodutos que sdo explorados e comercializados
por meio da apicultura (SOUZA et al., 2007; IMPERATRIZ-FONSECA; NUNES-
SILVA, 2010). No Brasil, a apicultura € considerada uma atividade rentavel, sendo
promissora devido a flora presente no pais, que € considerada umas das maiores
e mais ricas do mundo (BACAXIXI, 2011).

Historicamente, a apicultura brasileira tem apresentado crescimento e
expansao saindo de uma producao incipiente e limitada ao consumo local para o
status de importante produtor mundial e exportador de mel (EMBRAPA, 2022). Em
2021, por exemplo, foi registrada uma produgéo de 55,8 mil toneladas de mel pelo
Brasil, tendo um aumento de 6,4% em comparacgéo ao ano anterior (IBGE, 2021).
Esse crescimento ocorreu como resultado de uma combinagdo de fatores, tais

como, o embargo do mel chinés no mercado mundial em 2002 devido a



15

contaminagao da producéo de mel por antibiticos ndo permitidos para o consumo
humano, até a crise que causou a perda de col6nias americanas e europeias em
2006/2007, passando por um crescente investimento governamental, além do
processo de africanizacdo da abelha Apis mellifera ocorrido no pais durante o final
da década de 50, cuja espécie se tornou mais resistente as pragas quando
comparadas as abelhas europeias e americanas (EMBRAPA, 2022).

A abelha A. mellifera presente no Brasil e usada na apicultura nacional é
conhecida como abelha africanizada (ou Africanized Honey Bee - AHB), é
caracterizada como um poli-hibrido resultante do cruzamento de subespécies
europeias com subespécie africanas (PEDROSO; FEITOSA, 2013). As abelhas
africanizadas estdo presentes em todas as regides do Brasil e sdo consideradas
mais resistentes ao acaro parasito Varroa destructor se comparadas com as
abelhas europeias devido o seu comportamento higiénico ser mais eficiente
(PINTO et al., 2012). No entanto, essa resisténcia n&o as torna imunes, e assim
como diversos organismos presentes no meio ambiente, a saude das abelhas pode
ser influenciada por diversos fatores.

De acordo com Donkersley et al. (2020), os fatores que influenciam a saude
de A. mellifera podem ser divididos em trés escalas: colmeia, humano e da
paisagem/ambiente (Figura 1). Varios estudos corroboram com o que foi observado
por esses autores, pois varios fatores sao citados como responsaveis por afetar a
saude de A. mellifera e, consequentemente, causar a perda de coldnias, incluindo
o uso indiscriminado de produtos fitossanitarios, manejo inadequado das colonias,
patogenos, parasitos, dentre outros (BERINGER et al., 2019; DA ROSA et al.,,
2019).

Ao nivel da colmeia, Donkersley et al. (2020) reportam que o
comportamento das abelhas esta relacionado com sua saude. De fato, por serem
altamente sociais, as abelhas africanizadas frequentam uma grande variedade de
nichos ambientais e compartilham continuamente alimentos (ANDERSON et al.,
2011), sendo essas condi¢gdes propicias para a transmissdo de parasitas e
patogenos dentro e entre col6nias e, portanto, estdo sujeitas aos danos e/ou
suscetiveis a desenvolver as doengas causadas por esses microrganismos
(REYBROECK et al., 2012), que podem provocar a perda de individuos ou dizimar
colonias inteiras (PIRES et al., 2016). Dentre esses patdgenos, os virus e os fungos
séo citados como os principais causadores de doengas em abelhas (TANTILLO et
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al., 2015; SCHMID-HEMPEL; LOOSLI, 1998).

Figura 1 - Fatores que influenciam a saude das abelhas em diferentes escalas.
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Fonte: Adaptado de Donkersley et al. (2020).

2.2 Doenga causada pelo fungo Vairimorpha spp.

Entre os fungos citados como um dos fatores da perda de col6nias de A.
mellifera estdo espécies do género Nosema. Recentemente esse género foi
revisado e parte de suas espécies foram inseridas no género Vairimorpha. A
separagao entre esses dois géneros era devido a presenca de octosporos
uninucleados (oito esporos uninucleados), mas por meio da filogenia foi possivel
identificar que espécies de ambos os géneros podem apresentar ou n&o os
octosporos uninucleados, os quais dependem de fatores ambientais para que
sejam ativados. As duas espécies de Nosema associadas com abelhas sociais
foram alocadas para Vairimorpha (TOKAREV et al., 2020).

O nome dado para as espécies desses microsporidios vinculadas com
abelhas esta relacionado a espécie de abelha em que foram primeiramente
relatados, ou seja, o Nosema apis Zander, 1909, que foi relatado em A. mellifera
na Europa e o Nosema ceranae Fries, Feng, Silva, Slemenda e Pieniaek, 1996,que

foi detectado em Apis cerana na Asia (FRIES et al., 1996). Ambas as espécies
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foram inseridas no género Vairimorpha (TOKAREV et al., 2020) e seus
correspondentes no género Nosema passaram a ser sinonimia.

Vairimorpha apis encontra-se distribuido mundialmente ocorrendo em
colonias de A. mellifera na América do Norte, América Central, América do Sul,
Europa e Asia (GIERSCH et al., 2009). Essa espécie foi um dos primeiros
microsporidios a ser descrito e a doenca causada por ela foi reconhecida antes
mesmo do seu agente etioldgico ser descoberto (HIGES et al., 2010). Em 1909 na
Alemanha, os “corpusculos brilhantes” encontrados no trato digestivo de A.
mellifera foram nominados como N. apis. Em 1975 sua presenca foi confirmada
em coldnias de A. mellifera nos Estados Unidos (TRAVER; FELL, 2015) e em 1979
este microsporidio foi detectado no Brasil (TEIXEIRA et al., 2013). Relatos da
ocorréncia de Vairimorpha apis (Zander, 1909) em A. mellifera sdo mais escassos
gquando comparados aos de V. ceranae.

Vairimorpha ceranae (Fries, Feng, Silva, Slemenda e Pieniaek, 1996) foi
primeiramente descrito na espécie A. cerana na Asia em 1994. Nessa época
acreditava-se que este microsporidio era restrito apenas a esta espécie de abelha
no leste da Asia (FRIES et al., 1996). Mais tarde foi também detectado em colénias
de A. mellifera na Europa (HIGES et al., 2006) e novamente na Asia (HUANG et
al., 2007). Atualmente, V. ceranae encontra-se disseminado em todo o mundo.

Estudos indicam que V. ceranae foi transferido de seu hospedeiro original
(A. ceranae) para abelhas A. mellifera. Porém, ainda ndo ha relatos do exato
momento em que ocorreu essa transmissao e qual rota metabdlica facilitou a
infeccdo de V. ceranae a essa nova populagao hospedeira (CHEN et al., 2008). A
deteccdo mais antiga relatada dessa espécie em A. mellifera ocorreu no Uruguai
em 1964 (INVERNIZZI et al., 2009), seguido de sua ocorréncia no Brasil em 1979
(TEIXEIRA et al., 2013).

Apesar de muitos estudos citarem o inicio da disseminagéo de V. ceranae
em colénias de A. mellifera na Europa, a data mais antiga de sua detecgao neste
continente foi em 1998 (PAXTON et al., 2007), ou seja, posterior as ocorréncias do
microsporidio na América do Sul e América do Norte (PAXTON et al., 2007,
IVERNIZZI et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2013). De acordo com Higes et al (2010),
a deteccdo simultanea de V. ceranae, tanto na Europa como na Asia, pode ndo
estar relacionada com a mudanca de hospedeiro para A. mellifera e sim pelo

desenvolvimento de novas ferramentas moleculares altamente sensiveis e



18

especificas na detecgdo do microsporidio.

Além de A. mellifera, ha relatos da ocorréncia de V. ceranae em outras
espécies do género Apis: A. cerana (FRIES et al., 1996), A. koschevnikovi (BOTIAS
et al., 2012), A. florea e A. dorsata (CHAIMANEE et al., 2011). Esse microsporidio
também tem sido descrito infectando espécies do género Bombus spp. (PLISCHUK
et al., 2009; GRAYSTOCK et al.,, 2013), como B. brasiliensis na Argentina
(PLISCHUK; LANGE, 2016), B. atratus e B. bellicosus no Uruguai (ARBULO et al.,
2015).

A infecgao do microsporidio Vairimorpha pode causar a doenga conhecida
por nosemose, sendo uma das doengas mais agravantes e prevalentes em abelhas
em todo o mundo (MORITZ et al., 2010). Vairimorpha spp. pode causar diarreia,
dilatacdo abdominal e, em casos, severos a morte das abelhas. A perda de liquido
pela diarreia enfraquece as abelhas causando redugdo populacional e danos
econdmicos para o produtor (CARLETTO et al., 2013; FONTBONNE et al., 2013).
As infecgdes por Vairimorpha spp. afetam o comportamento das abelhas bem como
sua fisiologia e podem causar modificagdes na produgao de feromdnios fazendo
com que as abelhas saiam para o forrageamento precocemente o que afeta a
din&dmica da colbnia (PARIS et al., 2018).

A transmissao por V. ceranae ocorre por via fecal-oral (CARLETTO et al.,
2013; FONTBONNE et al., 2013), mas pode ocorrer também a transmisséo via
horizontal na qual os microsporidios sao passados das abelhas operarias para a
rainha, no momento da alimentaagédo da rainha (HIGES et al., 2009). Relatos da
infecgdo dos ovarios e espermateca de rainhas de A. mellifera por V. ceranae
sugerem também a possibilidade de transmissao vertical desse microsporidio
(TRAVER; FELL, 2012).

Outra forma de dispersdo de V. ceranae ocorre por meio do comeércio
mundial de produtos apicolas (KLEE et al., 2007), como o mel (GIERSCH et al.,
2009) e a geleia real (COX-FOSTER et al., 2007) que foram relatados como fontes
de esporos de V. ceranae. Materiais apicolas contaminados também facilitam a
dispersdao do microsporidio de apiario para apiario entre diferentes areas
geograficas (KLEE et al., 2007). Além disso, a comercializagdo de rainhas e de
operarias pode ser mais uma via de infeccado de V. ceranae para outras localidades
(GIERSCH et al., 2009).

A infecgdo por V. Ceranae em zangdes maduros e imaturos foi reportada,
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sendo assim, um meio de propagac¢ao do fungo dentro e entre os apiarios ja que
estes sdo conhecidos por derivarem de suas colmeias para outras colmeias com
finalidade reprodutiva (TRAVER; FELL, 2011). Peng et al. (2016) descobriram que
o fluido seminal de zangdes de A. mellifera apresentam em seu conteudo moléculas
antimicrobianas eficientes capazes de matar os esporos de V. apis e assim reduzir
o risco de transmissao da doencga durante o acasalamento.

Além da nosemose, outras doencas afetam abelhas meliferas, com
destaque para aquelas causadas por virus patogénicos.

2.3 Doencgas causadas por virus

Existem pelo menos 30 virus que estéo relacionados a perdas de colbnias
e danos em abelhas (AMIRI et al., 2020). Grande parte das abelhas e/ou col6nias
contaminadas por virus patogénicos ndo demonstram sinais clinicos, porém,
gquando esses individuos sdo submetidos a certas circunstancias de estresse os
virus podem se multiplicar e espalhar entre os individuos, tendo sinais clinicos
perceptiveis (BAILEY, 1968).

O virus deformador de asas (em inglés, Deformed Wing Virus - DWV), tem
como principal sintoma a deformacéo das asas de abelhas e é responsavel pela
morte de milhdes de abelhas em todo o mundo (MARTIN et al., 2012; BARRIGA et
al., 2012). Esse virus é transmitido horizontalmente, tanto pelo acaro V. destructor
(GISDER et al.,, 2009), quanto pelos habitos alimentares, comportamentos
higiénicos, dentre outros (MOCKEL et al., 2011; MAZZEI et al., 2014).

O virus da realeira negra (em inglés, Black Queen Cell Virus - BQCV) causa
0 escurecimento de células de crias de rainha e consequentemente a morte desses
individuos (DE MIRANDA et al., 2013). Esse virus pode ser transmitido por via
horizontal quando as operarias alimentam a rainha (CHEN et al., 2006).

As abelhas infectadas com o virus da paralisia cronica (em inglés, Chronic
Bee Paralysis Virus - CBPV), apresentam uma deficiéncia de voo, e normalmente
s&o encontradas na frente das col6nias se rastejando e sem conseguir voar, sendo
transmitido horizontalmente, por fezes das abelhas paralisadas (RIBIERE et al.,
2007).

Existem ainda os virus da paralisia aguda (em inglés, Acute Bee Paralysis
Virus - ABPV) e virus Israelense da paralisia aguda (em inglés, Israeli Acute
Paralysis Virus - IAPV), que também sao responsaveis por causar paralisia nas
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abelhas, e podem ser transmitidos tanto verticalmente quanto horizontalmente (DE
MIRANDA et al., 2013).

O entendimento das formas de transmissdo de virus em abelhas e os
processos que a determinam se faz necessario na tentativa de entender como
ocorre a persisténcia dos patdogenos em uma populagcdo de abelhas, pois
geralmente a transmiss&o de virus se da normalmente por duas vias: a transmisséo
horizontal e a transmissao vertical (TANTILLO et al., 2015).

A transmissdo horizontal ocorre quando os virus sédo transmitidos entre
diferentes individuos da mesma geracéo, sendo classificada como transmissao
horizontal por via direta e indireta. A transmissao via indireta (transmisséao vetorial)
€ verificada quando um vetor adquire o virus de um hospedeiro infectado e o
transmite para um novo hospedeiro saudavel. A ocorréncia de virus de abelhas no
acaro V. destructor € um indicativo do papel deste acaro como vetor de virus entre
as abelhas através da via horizontal indireta (GISDER et al., 2009; BAKONY!| et al.,
2002; ONGUS et al., 2004; TENTCHEVA et al., 2004; CHEN et al., 2005).

O acaro V. destructor funciona como um vetor mecanico do ABPV, pois até
0 momento ndo existem evidéncias de replicagdo deste virus dentro do acaro
(D'ALVISE et al., 2019; DE MIRANDA et al., 2010). Ja para o DWV funciona como
um vetor bioldgico, pois o virus se multiplica dentro do individuo (GISDER et al.,
2009). Além disso, este acaro tem sido citado como vetor de outros virus
patogénicos em abelhas (DE MIRANDA et al., 2013).

Os virus DWV, BQCV, CBPV, ABPV e IAPV, foram constatados ocorrendo
em colbnias de A. mellifera na regido nordeste, mais precisamente em quatro
municipios no estado da Bahia, sendo que em todas as colbnias avaliadas foi
detectado a presencga do acaro V. destructor que pode ser um possivel transmissor
desses patogenos (PEIXOTO et al., 2021). No entanto, ndo ha registro de estudos
de deteccdo de virus, nem da presenca dos fungos V. apis e V. ceranae, em
colénias de A. mellifera instaladas na Bacia do Jacuipe, e a presenca desses
patdogenos nessa localidade pode afetar a saude dessas abelhas e impactar a
cadeia de produgdo de mel e, consequentemente, trazer prejuizos econémicos,

além dos ecoldgicos.
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2.4 Estudos de sanidade apicola na Bacia do Jacuipe - Bahia

A Bacia do Jacuipe esta localizada no semiarido baiano e compreende 15
municipios com caracteristicas bastante rurais, tendo 48,42% da populacao
vivendo no campo (BAHIA, 2022), sendo a apicultura uma das atividades
responsavel pela geracao de renda neste territério (OLIVEIRA et al., 2021). Nao ha
registros na literatura de analises, na Regido da Bacia do Jacuipe, para a detec¢ao
de virus e do fungo Vairimorpha spp. em A. mellifera, o que é necessario devido a
importancia da apicultura nesta area, bem como do ecossistema ali presente. Até
o momento, estudos realizados na Bahia para a identificagdo de virus em A.
mellifera apresentavam como area amostral apenas trés municipios (PEIXOTO et
al., 2021), o que n&o demonstra a realidade da sanidade apicola da Bacia do
Jacuipe, pois ainda nao foram realizados estudos nessa localidade para a
identificacado de virus; e além disso, para Vairimorpha spp. 0 numero de amostras
analisadas foram minimas ndo sendo relatado o nivel de infec¢cdo (LAGE et al.,
2022).

Considerando os danos que os virus e Vairimorpha spp. causam em
abelhas, conforme explicitado anteriormente nesta revisdo, estudos que
identifiquem a ocorréncia desses patégenos, bem como as rotas de transmisséo de
virus, no intuito de diminuir os riscos apresentados por esses organismos s&o
necessarias, principalmente porque a maioria das doencgas associadas as abelhas
s6 apresentam sinais clinicos em momentos de estresses ou deficiéncia nutricional.

O acaro V. destructor, € um ectoparasito obrigatorio responsavel por causar
a doenga varroatose que age se alimentando do corpo gorduroso da abelha,
causando o enfraquecimento, perda da longevidade e deficiéncia de voo (DE
MIRANDA et al., 2013; RAMSEY et al., 2019). Além disso, esse acaro € citado
como vetor de virus patogénicos em abelhas favorecendo o desenvolvimento de
outras doengas (MARTIN et al., 2012).

Com o desenvolvimento deste trabalho foi possivel identificar quais
espécies de virus patogénicos estdo presentes em amostras de abelhas A. mellifera
e de acaros V. destructor coletados nesta area, bem como elucidar se V. destructor
€ responsavel pela transmissdo de virus patogénicos em A. mellifera nessa
localidade. Além disso, avaliar a ocorréncia do Vairimorpha spp. na Bacia do
Jacuipe durante o periodo de um ano, correlacionando esses resultados com os

fatores ambientais.
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Dessa forma, este trabalho foi dividido em duas etapas: no Capitulo 1 foi
realizado a identificagdo molecular de Vairimorpha spp., bem como a determinagao
do indice de infeccdo em operarias de A. mellifera africanizada durante o periodo
de um ano; e no Capitulo 2 foi realizada a detecgdo de virus patogénicos em
amostras de operarias A. mellifera africanizada e amostras do acaro V. destructor

provenientes de apiarios localizados na regido da Bacia do Jacuipe, Bahia.
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Capitulo 1: Identificagao molecular e indice de infecgao de Vairimorpha spp.
em Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)

Resumo

No género Vairimorpha até o momento, existem duas espécies de que pode
acometer a Apis mellifera, a V. apis e a V. ceranae, ambas responsaveis por causar
a doenca nosemose, que € considerada uma das doengas mais prevalentes e
economicamente devastadoras na area de apicultura. Diante disso, este trabalho
teve como objetivo registrar a presencga e o nivel de infecgdo de Vairimorpha spp.
em operarias de A. mellifera da Regido da Bacia do Jacuipe, Bahia. Para isso,
foram realizadas coletas de abelhas em cinco apiarios mensalmente durante um
ano, sob autorizagdo (numero 80448) do Sistema de Autorizagéo e Informagao em
Biodiversidade. No laboratoério foram feitas analises por meio de microscopia 6ptica
para deteccdo de esporos fungicos e determinagéo do nivel de infecgdo por meio
de contagem dos esporos utilizando cadmara de Neubauer. Posteriormente, as
amostras nas quais foram observadas a presenca de esporos foram submetidas a
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), para identificagdo a nivel de
espécie, utilizando primers especificos para V. apis (forward: 5'-
GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA-3'/reverse:5'-
GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG-3") e V. ceranae (forward: 5'-
CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA-3'reverse:5'-
CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG-3'), com ciclo de temperatura de 2
minutos a 94 °C, 30 ciclos de amplificacdo de 15 segundos a 94 °C, 30 segundos
a 61.8 °C, 50 segundos a 72°C, e ciclo final de 7 minutos a 72°C. O resultado da
reacdo foi visualizado em eletroforese de gel de agarose. Os resultados
moleculares revelaram a presenca apenas da espécie V. ceranae em todas as
colbnias, ndo sendo encontrada V. Apis em nenhuma das amostras analisadas. O
nivel de infecg&o variou de nulo a semiforte, embora nao seja uma infecc¢ao forte a
espécie V. ceranae foi detectada durante todos os meses do ano e quando as
condigdes ambientais sdo favoraveis tendem a multiplicar-se rapidamente.

Palavras-Chave: Nosemose, fungo, parasito, PCR, esporos.
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Chapter 1: Molecular identification and infection rate of Vairimorpha spp.
in Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)

Abstract

In the genus Vairimorpha so far, there are two species that can affect Apis mellifera,
V. apis and V. ceranae, both responsible for causing the disease we are being
considered, which is considered one of the most prevalent and economically
devastating diseases in beekeeping. Given this, this work aimed to register the
presence and level of infection of the Vairimorpha spp. In A. mellifera workers of the
Bacia of Jacuipe Region, Bahia. To this end, bee collections were performed in five
apiares monthly for one year, under authorization (80448) of the Biodiversity
Authorization and Information System. In the laboratory analyzes were made by
optical microscopy for detection of fungal spores and determination of the level of
infection by counting the spores using Neubauer chamber. Subsequently, the
samples in which the presence of spores were observed the Polymerase Chain
Reaction technique (PCR), for species identification, using V. apis specific primer
(forward: 5-GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA-3'/reverse:5'-
GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG-3") and V. ceranae (forward: 5'-
CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA-3'/reverse:5'-
CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG-3'"), with temperature cycle from 2 minutes
to 94 ° C, 30 amplification cycles of 15 seconds to 94 ° C, 30 seconds to 61.8 ° C,
50 seconds to 72 ° C, and final cycle of 7 minutes to 72 ° C. The result of the reaction
was viewed in agarose gel electrophoresis. The molecular results revealed the
presence only of the species V. ceranae in all colonies, not being found V. apis in
any of the analyzed samples. The level of infection ranged from null to semi-strong,
although it is not a strong infection to species V. ceranae was detected throughout
the month of the year and when environmental conditions are favorable tend to
multiply rapidly.

Keywords: Nosemosis, fungus, parasite, PCR, spores.
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1. INTRODUGAO

A polinizaggo é um servigo ecossistémico essencial para o
desenvolvimento das espécies vegetativas, a manutencdo da diversidade genética
e reproducéo da flora (GARIBALDI et al., 2016). Embora existam muitos insetos
que realizam a polinizagao, as abelhas sdo os principais polinizadores, sendo que
algumas espécies de vegetais dependem diretamente delas para sua manutengao
(SOUZA et al., 2007).

O declinio desses polinizadores pode causar um impacto na economia
mundial, diante disso, muitos pesquisadores buscam entender o que pode estar
associado a perdas de colbnias de abelhas, uma vez que, existem diversos fatores
que podem influenciar nesse fenbmeno, como o uso indiscriminado de produtos
fitossanitarios, patégenos, parasitos, manejo inadequado de colbénias, poluigéo,
dentre outros (BERINGER et al., 2019; DA ROSA et al., 2019).

O fungo do género Vairimorpha, revisado por Tokarev et al. (2020), é
responsavel por causar a doenca nosemose, que € considerada uma das mais
prevalentes e economicamente devastadoras na apicultura mundial (FRIES et al.,
2013).

A infecgao por este fungo pode prejudicar o intestino médio e aumentar o
consumo de energia pelas abelhas, além de afetar a fisiologia e o comportamento
da colbnia, caso essa infecgdo ocorra combinada com fatores abidticos ou com a
presenca de parasitos, esse indice pode aumentar e levar a morte dessas abelhas
(PARIS et al., 2018).

Existem duas espécies de Vairimorpha que pode acometer A. mellifera, a
V. apis e V. ceranae, sendo ambas responsaveis por causar a doenga nosemose.
Porém, V. ceranae tem se demonstrado mais prevalente (CHEN et al., 2009), tanto
a nivel individual quanto da colbénia (HIGES et al., 2013).

Diante disso, esse trabalho teve como objetivo registrar a presenca e
determinar o nivel de infeccdo de Vairimorpha em operarias de Apis mellifera
provenientes de coldnias instaladas em apiarios comerciais na Regido da Bacia do
Jacuipe, Bahia.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

As amostras foram provenientes de cinco apiarios situados em dois
municipios pertencente a Bacia do Jacuipe: Sdo José do Jacuipe-BA localizado
(coordenadas 11° 25" 17" S e 39° 52' 15" O) e Capim Grosso-BA localizado pelas
coordenadas 11° 22' 54" S e 40° 0' 46" O (Figura 1). As coletas foram realizadas
sob autorizagao do SISBIO (numero 80448), durante o periodo de um ano (janeiro
a dezembro/2021) em apiarios com condigdes populacionais semelhantes. Em
cada apiario foram avaliadas 20 colbnias, sendo analisadas 150 abelhas por apiario
mensalmente para o nivel de infecgdo do microsporideo. Para a analise molecular
foram avaliadas 90 abelhas por apiario nos meses com maior infeccédo. As abelhas
coletadas foram acondicionadas em recipientes contendo alcool 70% e
transportadas em caixas térmicas contendo gelo, para o laboratorio de pesquisa
(INSECTA) na Universidade Federal do Recbncavo da Bahia (UFRB), em

laboratério essas abelhas ficaram conservadas em ultra-freezer a - 80°C.
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Figura 1 - Apiarios localizados na regido da Bacia do Jacuipe, Bahia, onde foram
realizadas as coletas de A. mellifera.
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2.2 Deteccao e nivel de infestagcao do microsporidio Vairimorpha spp.

A deteccdo do microsporidio Vairimorpha spp. foi realizada de acordo com
o protocolo recomendado pelo Manual de Testes, Diagnosticos e Vacinas para
Animais Terrestres (OIE) 2013. Por apiario foram separadas 150 abelhas
mensalmente, das quais foram analisadas em pool de 30 abelhas (Figura 2A), que
foram dissecadas individualmente separando a cabeca e térax do abdémen (Figura
2B). Este ultimo foi macerado em cadinho de porcelana com o auxilio de pistilo
(Figura 2C). Apds a maceracao, foi acrescido 1 mL de agua destilada, por abelha,
diluindo o macerado, que em seguida foi homogeneizado e separado a parte
grosseira da liquida (Figura 2D e 2E) em seguida, foi retirado 10 yL da mistura e
colocado sobre Camara de Neubauer coberto por laminula deixando descansar por
dois minutos até iniciar a leitura (Figura 2F e 2G). Para a contagem dos esporos foi

utilizado microscépio optico na objetiva de 40x utilizando cadmara de Neubauer
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(Figura 2H).

Figura 2 - Procedimento para deteccdo e contagem de esporos de Vairimorpha
spp.: (A) separagao do pool de 30 abelhas, (B) Remogédo dos abdomens, (C)
maceragao dos abdémens, (D) acréscimo 1 mL de agua destilada por abelha, (E)
remogao do macerado, (F) retirada de 10 yl do macerado para leitura, (G) cdmara
de Neubauer com laminula, (H) leitura em Camara de Neubauer com objetiva de
40x.

A contagem na camara de Neubauer foi realizada em cinco areas da

camara, conforme mostrado na figura 3, com objetivo de evitar a recontagem dos
mesmos esporos. Por amostra, a contagem foi feita em triplicatas. Nos casos em
que possam ser encontrados mais de 50 esporos por area quadrada, foi realizada
a diluigdo da amostra com agua destilada. O resultado obtido foi submetido a

equacido: Z = % x 8 250.000

Onde:

Z = Numero de esporos por abelha;
a = Numero de esporos contados;

B = Numero de quadrados contados;

0 = Fator de diluigao (se houver);
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Figura 3 - Camara de Neubauer, com areas de contagem em vermelho.

Fonte: Acervo Insecta, 2022

Apos o calculo, o nivel de infeccdo foi utilizada a classificagcdo da
intensidade de infecgdo de nosemose em abelhas proposta por Jaycox (Tabela 1)
(CALDERON-FALLAS; MORENO-MORALES, 2022).

Tabela 1 - Intensidade da infeccao de nosemose em abelhas proposta por Jaycox.

Nivel de infeccao Intensidade Quantidade de esporos
(mL)
Nulo 0 Menos de 10.000
Muito leve 1 10.000 — 1.000.000
Leve 2 1.000.001 — 5.000.000
Moderado 3 5.000.001 - 10.000.000
Semi-forte 4 10.000.001 — 20.000.000
Forte 5 Acima de 20.000.000

Fonte: Adaptado de Calderdn-Fallas; Moreno-Morales, 2022.

2.3 Analise estatistica

Em todos os conjuntos de dados possiveis foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA), com médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade, quando necessario. No entanto, devido aos niveis de
normalidade e homogeneidade, testes ndo paramétricos como Kruskal-Wallis
foram aplicados em determinados grupos de dados, além da correlagdo de
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Spearman para o nivel de infestacéo, precipitagao pluviométrica, umidade relativa
do ar e temperatura. Todas as analises foram realizadas no software estatistico
RStudio (2015).

2.4 Maceragao das amostras, extragcao do DNA e PCR

O processo de maceragao para extracao do DNA foi realizado utilizando 90
abddémens de abelhas por apiario, nos meses com maior indice de infestacao, estes
foram macerados com o auxilio de pistilo e cadinho de porcelana previamente
esterilizados e nitrogénio liquido, até a formagdo de uma pasta uniforme. O
macerado foi transferido para criotubos de 2 mL, e armazenado em ultra-freezer -
80°C até o momento da extracdo do DNA.

A extragdo do DNA foi realizada utilizando o DNAzol (Invitrogen, Carlsbad,
California, US), sendo pesado100mg do macerado e, em seguida
adicionado 1000uL do DNAzol e 10uL da proteinase
K solution (Invitrogen, Carlsbad, California, US). A amostra foi mantida em repouso
a 37°C em BOD por 18h para que ocorresse a lise celular. Apds isso, foi
adicionado 2,5 pL de RNAse (Invitrogen, Carlsbad, California, US) para redugéo de
contaminagao por RNA, e feitas quatro lavagens prévias com cloroférmio para
a precipitagdo do DNA. Posteriormente, o DNA foi eluido com 50 yL de agua
ultrapura, com repouso por 12 horas a 37 °C em BOD. Apds extracao, foi feita
a quantificacdo e avaliagdo da qualidade do DNA via Biophotometer®30D
(Eppendorf), e posterior a diluicdo do DNA para a concentragao de 100ng/uL.

As analises de PCR foram realizadas utilizando o kit PCR Supermix Brasil
(Invitrogen®), de acordo com o protocolo do fabricante, utilizando primers
especificos para cada microrganismo estudado (Tabela 1), sendo a reagado
realizada em termociclador modelo Veriti 96-Well ThermalCycler, 0.2mL,
AppliedBiosystems®. O ciclo de temperatura utilizado no termociclador foi de 94°C
por 2 minutos no processo de desnaturagéo inicial (1x), 94°C por 30 segundos na
desnaturagao (35x), 61°C por 30 segundos no anelamento (35x) e 72°C por 30
segundos no processo de extensdo (35x).
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Tabela 2 - Lista de primers especificos utilizados para a deteccéo e identificagdo
de Vairimorpha spp. em Apis mellifera.

Primer Sequéncia PB Espécie  Referéncia
218MITOC-F 5'-CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA-3' 218-219 V. ceranae Fries et al.,
218MITOC-R 5'-CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG-3' 2013
321APIS-F 5-GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA-3' 321 V. apis Fries et al.,
321APIS-R 5-GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG-3' 2013

Primer: iniciadores; PB: pares de base; Espec.: especificidade do primer; Ref.: referéncia do primer.

Ap0s a realizagdo da PCR, foi feita eletroforese em gel de agarose a 2% e
foi visualizado em transiluminador UV para gel (LTB HE) e fotodocumentador para
gel de eletroforese — L-PIX da marca Loccus®.

2.5 Sequenciamento

Os resultados positivos foram sequenciados através do Sanger (Applied
Biosystems, Waltham, MA, EUA) pela empresa ACTgene Analises Moleculares
Ltda. Os eletroferogramas foram lidos usando o software Chromas 2.6.6
(Technelysium, South Brisbane, QLD, AU). E a similaridade da sequéncia de DNA
foi realizada usando a ferramenta basica de busca de alinhamento local (BLAST)
(ALTSCHUL et al., 1997), do Centro Nacional de Informagéao Biotecnologica (NCBI)
(SAYERS et al., 2022).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi constatada a presenca de esporos de V. ceranae em todos os apiarios
analisados (n = 5) (Figura 4) e em todos os meses de coleta (Figura 5), sendo
observado uma variagdo de infecgdo de nulo a semiforte, segundo a intensidade
de infecgdo determinada por Jaycox (1980). Sendo observado uma quantidade
maior de esporos na primavera, se comparado com as outras estagdes do ano, com
uma média de esporos de 63% e no verao com uma média de apenas 6%.

Apesar da quantidade de esporos nao ser considerada como uma infecgao
forte, estes podem ser encontrados durante todo o ano e quando as condi¢cdes
ambientais sado favoraveis, como na estagdo da primavera que as abelhas tém
maior contato externo, pois € o periodo que tem mais flores para visitar, esses

esporos tendem a multiplicar-se rapidamente entre as coldnias. A infecgédo por V.
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ceranae é altamente patogénica e causa diminuigao na produtividade da colbnia e
na taxa de sobrevivéncia das abelhas (BOTIAS et al., 2013).

A diferenga do nivel de infeccao por Vairimorpha spp. entre os meses
estudados para cada apiario, é altamente significativa (valor p = 8.107e-09) pelo
teste Kruskal-Wallis, para todos os apiarios estudados. Diante disso, as médias dos
apiarios foram comparadas par a par pelo teste de Tukey (p < 0,05), sendo
encontrada uma diferencga significativa entre os apiarios 4 e 1 (valor p = 0,0010528),
apiarios 5 e 1 (valor p = 0,0095258), apiarios 4 e 2 (valor p = 0,0021470) e apiarios
5 e 2 (valor p = 0,0173637). Em nenhum desses apiarios foi observado sintomas
da doencga, redugao de produtividade das colbnias, diminuicdo da expectativa de
vida das campeiras ou mesmo a morte da colénia. Contudo, € necessaria atencéo,
uma vez que no inicio da infeccado por Vairimorpha spp. os sinais podem nao ser

evidentes, mas podem causar colapso subito da colénia (HIGES et al., 2008).

Figura 4 - Mediana do nivel de infecgao por Vairimorpha spp. em Apis mellifera
em cada apiario analisado na Bacia do Jacuipe, Bahia.
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A média de infecgédo por més variou de 69.333 esporos por mL (dezembro)
a 4.346.667 (outubro) esporos por mL. Para trés dos cinco apiarios analisados, o
més de maior infecgdo foi outubro (Figura 5), més de maior florada, em que as
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abelhas tém maior contato com outras col6nias. De acordo com HIGES et al.
(2008), pode ocorrer a contaminagao quando se tem uma col6nia saudavel proximo
a uma infectada.

Fatores ambientais como a precipitacdo pluviométrica, umidade relativa do
ar e temperatura podem influenciar no desenvolvimento de doengas ou diminuir a
resisténcia das abelhas (DE ALMEIDA, 2013). Com base nisso, foram avaliadas as
correlagdes entre esses parametros e o nivel de infec¢ao por Vairimorpha spp.

A partir da correlagdo de Spearman dos niveis de infeccdo com a
precipitacdo pluviométrica para cada apiario, foi possivel observar que o nivel de
infecc&o do apiario 1 (r=0,27; P < 0,035), apiario 2 (r = 0,35; P < 0,012), apiario 3
(r=0,38; P<0,002) e apiario 5 (r=0,35; P < 0,005), correlacionou-se positivamente
com a precipitagao pluviométrica. Ja para o apiario 4 (r=0,19; P < 0,15) ndo houve
correlacao.

Ao analisar a correlagdo entre a temperatura e o nivel de infeccdo é
possivel verificar que para todos os apiarios houve uma correlagdo negativa
significativa (P<0,05), com valores para o apiario 1 (r=-0,5; P < 5.8e-05), apiario 2
(r=-0,3; P<0,019), apiario 3 (r = -0,26; P < 0,048) apiario 4 (r = -0,35; P < 0,0057)
e apiario 5 (r =-0,48; P < 0,00011), ou seja, conforme a temperatura aumenta, o
nivel de infeccédo diminui, sendo que para quatro dos apiarios estudados obteve-se
uma correlagdo negativa altamente significativa (P<0,01). O nivel de infeccéo é
mais elevado em temperaturas mais baixas, pois as abelhas permanecem mais
tempo dentro da colénia, sendo obrigadas a defecar no interior da colbnia,
resultando em fonte de in6culo (HIGES et al., 2009). Esses resultados cooperam
com os resultados de Chen et al. (2012) que encontraram niveis de infec¢ao
maiores em periodos em que a temperatura foi menor. No estudo desenvolvido
foram encontrados niveis de infeccdo maiores na estagdo da primavera e com
temperaturas mais baixas, entdo ambos fatores podem ter contribuido para elevar

o nivel de infecc&o dentro da coldnia.
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Figura 5 - Variagao da quantidade de esporos de Vairimorpha spp. em A. mellifera
para cada apiario dentro do periodo de um ano na regido Bacia do Jacuipe, Bahia.
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Quando observada a correlagdo entre a umidade relativa do ar (%) e os
niveis de infecgdo dos apiarios estudados, € possivel concluir que o apiario 2 (r =
0,25; P < 0,05), apiario 3 (r = 0,24; P < 0,07) e apiario 4 (r = 0,19; P < 0,15) nado
apresentaram uma correlagdo para os indices avaliados. Ja o apiario 1 (r=0,4; P
< 0,0015) e apiario 5 (r = 0,39; P < 0,002) apresentam uma correlagdo positiva
significativa (P < 0,01). A umidade dentro da col6nia € de suma importéncia, pois
influencia na sanidade, podendo afetar a sobrevivéncia e desenvolvimento da
colénia (DOULL, 1976).

Todas as amostras analisadas por meio da PCR apresentaram resultados
positivos para a espécie V. ceranae. Nao houve registro de V. apis. Embora ndo
existam estudos anteriores sobre a detec¢do dessas espécies na Regido Bacia do
Jacuipe — BA, existe a possibilidade de sobreposicdo da espécie V. ceranae com
V. apis, pois essa espécie esta amplamente distribuida no Brasil (TEIXEIRA et al.,
2013).

4. CONCLUSAO

Vairimorpha ceranae € a espécie presente na regido Bacia do Jacuipe,
Bahia. Embora os niveis de infecgao variem de nulo a semiforte, € necessaria
atengao por parte dos apicultores, uma vez que, havendo condi¢des favoraveis, o
microsporidio podera rapidamente se multiplicar e causar sérios danos as colonias

na regiao.
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Capitulo 2: Deteccgao de virus patogénicos em Apis mellifera e Varroa
destructor

Resumo

Virus patogénicos tém sido reportados como causa de perdas de abelhas em todo
o mundo, sendo estes transmitidos de forma vertical ou horizontal, principalmente
através do parasitismo pelo acaro Varroa destructor. Estudos que avaliam a
presenca destes agentes infecciosos em abelhas e acaros parasitos sao
importantes na tentativa de monitorar a ocorréncia e transmissdo de virus e,
consequentemente, evitar danos nas abelhas e o enfraquecimento de colbnias, em
especial, as utilizadas para apicultura. Assim, diante do exposto, o objetivo deste
trabalho foi detectar a presenca de virus patogénicos em Apis mellifera e em Varroa
destructor na Bacia do Jacuipe, Bahia. Para isso, foram realizadas coletas de
abelhas em cinco apiarios, considerando os meses de maior e menor precipitacao
pluviométrica e os meses de maior e menor indice de infestagdo por Varroa
destructor, totalizando seis meses de coleta na Regido da Bacia do Jacuipe, Bahia.
As amostras foram devidamente transportadas para o laboratério de pesquisa
Insecta na Universidade Federal do Recbncavo da Bahia, na cidade de Cruz das
Almas, Bahia, onde foram realizadas analises moleculares (RT-PCR), para detectar
cinco espécies de virus (deformador de asas - DWV, realeira negra - BQCV,
Israelense da paralisia aguda - IAPV, paralisia aguda - ABPV, paralisia crénica -
CBPV) em A. mellifera e em V. destructor. Foram encontradas trés espécies de
virus DWV, ABPV e BQCV em A. mellifera e em V. destructor, confirmando que o
acaro pode atuar como vetor desses virus para as abelhas, sendo que em 60% das
amostras de A. mellifera avaliadas foram observadas infec¢ao dupla do tipo DWV-
ABPV e 40% do tipo DWV-BQCV. Todas as infecgdes duplas observadas nas
amostras de V. destructor foram do tipo DWV-BQCV, sendo novembro o més de
maior frequéncia dos virus encontrados, més com maior preciptacido pluviométrica
na regiao e maior nivel de infecgado por Vairimorpha ceranae, confirmando que
quando se tem a intersecdo de outros fatores ocorrendo de maneira simultanea, a
sanidade dessas abelhas fica mais comprometida. Considerando todos esses
fatores, sdo necessarios mais estudo para monitorar esses apiarios e detectar a
presenga de outros virus patogénicos.

Palavras-Chave: virus patogénicos, saude de abelhas, DWV.
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Chapter 2: Detection of pathogenic viruses in Apis mellifera and Varroa
destructor

Abstract

Pathogenic viruses have been reported as the cause of bee losses worldwide, which
are transmitted vertically or horizontally, mainly through parasitism by the mite
Varroa destructor. Studies that evaluate the presence of these infectious agents in
bees and parasitic mites are important to monitor the occurrence and transmission
of viruses and, consequently, prevent damage to bees and the weakening of
colonies, especially those used for beekeeping. Thus, given the above, the objective
of this work to detect the presence of pathogenic viruses in Apis mellifera and Varroa
destructor in the Bacia of Jacuipe Region, Bahia. To this end, bee collections were
performed in five apiaries, considering the months of highest and lower rainfall and
the months of highest and lower infestation rate by Varroa destructor, totaling six
months of collection in the Bacia of Jacuipe Region, Bahia. The samples were duly
transported to the Insecta research laboratory at the Federal University of
Recbncavo from the Bahia, in the city of Cruz das Almas, Bahia, where molecular
analyzes (RT-PCR) were performed to detect five species of virus (wing deformer -
DWV, black king - BQCYV, Israeli acute paralysis - IAPV, acute paralysis - ABPV,
chronic paralysis - CBPV) in A. mellifera and V. destructor. Three species of DWV,
ABPV and BQCYV viruses were found in A. mellifera and V. destructor, confirming
that the mite can act as a vector of these viruses to the bees, and in 60% of A.
mellifera samples evaluated were observed infection DWV-ABPV double and 40%
DWV-BQCYV type. All double infections observed in the V. destructor samples were
of the DWV-BQCYV type, with November being the month with the highest frequency
of viruses found, the month with the highest rainfall in the region and the highest
level of infection by Vairimorpha ceranae, confirming that when there is the
intersection of other factors occurring simultaneously, the sanity of these bees is
more compromised. Considering all these factors, more studies are needed to
monitor these apiaries and detect the presence of other pathogenic viruses.

Keywords: Pathogenic viruses, Health of bees, DWV.
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1. INTRODUCAO

As abelhas apresentam importancia tanto ambiental quanto econbémica
pois sao responsaveis pelo servico de polinizagdo em diversas culturas vegetais,
principalmente as envolvidas na alimentagdo humana (KHALIFA et al., 2021), e
também sao criadas racionalmente visando a extracdo de produtos da colmeia o
que contribui na geragao de renda e estabilizagdo das populagdes rurais (KHANRA,
MUKHERJEE, 2018). No Brasil a abelha Apis mellifera é utilizada na apicultura,
sendo esta atividade responsavel pela maior quantidade de exportagcéo de mel, cujo
produto € considerado mais organico em comparagao aos provenientes de outros
paises devido a ndo aplicagdo de antibidticos e/ou acaricidas nas colbnias de
abelhas para controle de patogenos e parasitos (EMBRAPA, 2022).

Patogenos e parasitos tém sido relatados como causas de perdas de
colbnias ocorridas na Europa e nos Estados Unidos (HRISTOV et al., 2020). Entre
esses organismos, destaca-se o acaro Varroa destructor que além de causar danos
as abelhas também é vetor de virus patogénicos, cuja transmissao ocorre de forma
horizontal (DE MIRANDA et al., 2013). Atualmente, s&o descritos 30 virus capazes
de infectar colonias de A. mellifera (AMIRI et al., 2020) estando cinco espécies
deles envolvidos com o enfraquecimento e perdas de coldnias: virus deformador
de asas (Deformed Wing Virus - DWV), virus da paralisia aguda (Acute Bee
Paralysis Virus - ABPV), virus Israelense da paralisia aguda (/sraeli Acute Paralysis
Virus - IAPV), virus da paralisia cronica (Chronic Bee Paralysis Virus - CBPV) e
virus da realeira negra (Black Queen Cell Virus - BQCV) (GENERSCH et al., 2010;
MCMENAMIN; GENERSCH, 2015).

No Brasil esses virus foram detectados ocorrendo em todas as regides,
inclusive no estado da Bahia, onde, foram avaliados a presenca de virus em A.
mellifera em apenas trés municipios (PEIXOTO et al., 2021), o que nao retrata a
realidade de apiarios de outras localidades baianas, principalmente de apiarios
localizados em municipios onde a apicultura € uma atividade importante, como na
Bacia do Jacuipe. O monitoramento de tais col6nias se faz necessario a fim de se
evitar perdas de colbnias como as observadas no exterior que trazem prejuizos
econdmicos, bem como evitar o aumento de acaros V. destructor e a disseminagao
desses virus dentre e entre apiarios de outras localidades. Assim, o objetivo deste
trabalho foi detectar a presenga dos virus patogénicos DWV, IAPV, ABPV,BQCV e
CBPV em A. mellifera e em V. destructor na Bacia do Jacuipe, Bahia.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

As amostras de abelhas e acaros foram provenientes de apiarios situados
em dois municipios pertencente a Bacia do Jacuipe: Sao José do Jacuipe - BA
localizado pelas coordenadas 11° 25' 17" S e 39° 52' 15" O e Capim Grosso - BA
localizado pelas coordenadas 11° 22' 54" S e 40° 0' 46" O. A Bacia do Jacuipe é
caracterizada por apresentar clima tropical com estagdo seca (AW, segundo
classificagdo de Koppen-Geiger), altitude de 387 m, precipitacdo pluviométrica
anual média de 500 mm e temperatura meédia anual entre 25°C e 28°C. As coletas
foram realizadas em cinco apiarios com condi¢cdes populacionais semelhantes.
Para cada apiario foram avaliadas amostras de abelhas e acaros nos meses de
maior (janeiro, abril de 2021) e menor infestagdo de V. destructor (fevereiro de
2021) e nos meses de menor (janeiro, novembro de 2021) e maior precipitagcao
pluviométrica (dezembro de 2021). Em cada amostra foi realizada triagem
mecanica para separagao de acaros V. destructor das abelhas, de acordo com o
protocolo do BeeBook (DIETEMANN et al., 2013). As analises foram realizadas no
Nucleo de Estudos de Insetos (INSECTA) da Universidade Federal do Recéncavo
da Bahia (UFRB).
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Figura 1 - Apiarios localizados na regiao Bacia do Jacuipe, Bahia, onde foram
realizadas as coletas de A. mellifera e V. destructor.
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2.2 Maceragao das amostras

Foram realizados dois tipos de maceracdes para este estudo: maceracgao
contendo abelhas adultas e maceracao contendo acaros V. destructor encontrados
nestas abelhas. A maceracéao para extragao do RNA foi realizada utilizando um pool
de 30 abelhas em cadinho de porcelana estéril adicionando nitrogénio liquido até a
formacao de uma pasta uniforme. Esse mesmo procedimento de maceragao foi
realizado utilizando 100 acaros V. destructor. Posteriormente, o macerado foi
transferido para criotubos de 2 ml, homogeneizados e armazenados em ultra-

freezer -80 °C até o momento da extragao do RNA.
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2.3 Extracao e purificagao do RNA

A extragdo de RNA foi realizada com 100 mg do macerado de abelhas ou
acaros utilizando RNAzol RT (Invitrogen, Carlsbad, CA, US) de acordo com o
protocolo do fabricante. Posteriormente, o RNA foi eluido em 50 pL de agua
ultrapura e quantificado por meio do biofotometro D30 (Eppendorf, Hamburg, DE).
A purificagdo do RNA foi realizada usando o Kit DNA-free (Invitrogen, Carlsbad,
CA, US) de acordo com o protocolo do fabricante.

2.4 Sintese de cDNA seguida de Reagao de Cadeia de Polimerase (RT-PCR)

Foram avaliadas a presenca de cinco espécies de virus (DWV, ABPV,
BQCV, IAPV e CBPV) por meio de RT-PCR em cada amostra macerada de
abelhas e acaros V. destructor. A RT-PCR foi realizada usando o Kit SuperScript Il|
One-Step RT-PCR System with Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, US) usando 4 pL do RNA extraido (correspondendo a 30 ng de RNA)
em termociclador Veriti 96-Well Thermal-Cycler (Applied Biosystems, MA, US) de
acordo com as configuragdes descritas na Tabela 1. Os primers utilizados neste
trabalho estdo descritos na Tabela 2.

A amplificagdo do produto da RT-PCR foi realizada em eletroforese em gel
de agarose a 2% (Invitrogen, CA, US) (Figura 2G) usando o corante SYBR Safe
Dye (Jena Bioscience, GER) e posterior visualizagdo em transiluminador L-Pix com
luz ultravioleta (Loccus, SP, BR). Cada amostra foi submetida trés vezes a RT-PCR
para cada espécie de virus testada. Como controle negativo foi utilizado agua
ultrapura e como controle positivo foram usadas amostras positivas provenientes
de estudos anteriores realizados pelo Grupo de Pesquisa INSECTA e confirmado
por meio de sequenciamento (PEIXOTO et al., 2020).
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Tabela 1 - Temperaturas e ciclos usados para detectar virus patogénicos em Apis
mellifera e Varroa destructor.

Temperaturas e tempos da RT-PCR por

Processos microrganismo
(ciclos)
DWV IAPV, ABPV, CBPV, BQCV

Sintese de cDNA 49 °C 46 °C
(1x) 30 min 30 min
Desnaturagéo inicial 94 °C 94 °C
(1x) 02 min 02 min
Desnaturagéo 94 °C 94 °C
(35x) 15 seg 15 seg
Anelamento 55 °C 58 °C
(35x) 30 min 30 min
Extensao 68 °C 68 °C
(35x) 01 min 01 min

Virus: deformador de asas (DWV); Israelense da paralisia aguda (IAPV); da paralisia aguda (ABPV);
da paralisia crénica (CBPV) e da realeira negra (BQCV).

Tabela 2 - Primers usados na RT-PCR para detec¢do dos virus patogénicos em
Apis mellifera e Varroa destructor.

PRIMER SEQUENCIA PB ESPECIE REFERENCIA
AlV-F 5'-GGTGCCCTATTTAGGGTGAGGA-3' 158 IAPV Sguazza et
IAPV-R 5'-GGGAGTATTGCTTTCTTGTTGTG-3' al., 2013
DWV2-F 5-TAGTGCTGGTTTTCCTTTGTC-3' 150 DwWV Highfield et
DWV2-R 5-CTGTGTCGTTGATAATTGAATCTC-3' al., 2009

CBPV-F  5-AACCTGCCTCAACACAGGCAAC-3' 774 CBPV Sguazza et
CBPV-R  5-ACATCTCTTCTTCGGTGTCAGCC-3' al., 2013

BQCV-F  5-CTTTATCGAGGAGGAGTTCGAGT-3' 536 BQCV Sguazza et

BQCV-R  5-GCAATAGATAAAGTGAGCCCTCC-3' al., 2013
AIV-F 5-GGTGCCCTATTTAGGGTGAGGA-3' 460 ABPV Sguazza et
ABPV-R  5- ACTACAGAAGGCAATGTCCAAGA-3' al., 2013

Primer: iniciadores; PB: pares de base; Espec.: especificidade do primer; Ref.: referéncia do primer.
Virus: Israelense da paralisia aguda (IAPV); Deformador de asas (DWV); da paralisia aguda (ABPV);
da realeira negra (BQCV) e da paralisia cronica (CBPV).
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2.5 Sequenciamento

Os resultados positivos para cada virus foram confirmados por meio de
sequenciamento de DNA realizados por meio da empresa ACTgene Analises
Moleculares Ltda. A purificagdo do DNA foi realizada utilizando o reagente ExoSAP
seguindo o protocolo do produto. Depois que as amostras foram sequenciadas
usando o sequenciamento Sanger (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA), os
cromatogramas foram lidos usando o software Chromas 2.6.6 (Technelysium,
South Brisbane, QLD, AU) e a similaridade da sequéncia de DNA com cada virus
foi realizada usando a ferramenta basica de busca de alinhamento local (BLAST)
(ALTSCHUL et al., 1997), do Centro Nacional de Informagé&o Biotecnologica (NCBI)
(SAYERS et al., 2022).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram detectadas trés espécies de virus nas amostras avaliadas: DWV,
ABPV e BQCV. Os virus IAPV e CBPV nao foram detectados nas amostras de
abelhas e acaros. Este é o primeiro registro dos virus DWV, ABPV e BQCV na
regido da Bacia do Jacuipe na Bahia. Um estudo realizado por Peixoto et al. (2021)
demonstra a presenca de virus em abelhas africanizadas em outros trés municipios
na Bahia. Os resultados do presente trabalho, possibilita a ampliacdo de deteccao
de virus patogénicos em abelhas na Bahia.

Os virus foram detectados tanto em amostras de A. mellifera quanto nas
amostras de V. destructor avaliadas, com maior ocorréncia para o virus DWV,
seguido do ABPV e do BQCV (Figura 2). A presencga de virus tanto em amostras
de A. mellifera quanto nas amostras de V. destructor avaliadas demonstra que V.
destructor pode atuar como vetor de virus em A. mellifera nesta regido. Acaros
Varroa podem ser dispersos dentro e entre colénias (NOEL; LE CONTE; MONDET,
2020), e isso pode ser considerado um problema pois essa dinamica acaro-abelha
durante a fase forética do V. destructor pode contribuir com a disseminagéao de virus
para abelhas de apiarios vizinhos. Por isso, o monitoramento frequente e o manejo
apropriado sdo consideradas acdes importantes para a manutengdo da saude
dessas colbnias. A maior ocorréncia do virus DWV nas amostras pode estar
associada ao fato de que esse virus esta presente em outras espécies de insetos,
além das abelhas (SHELOMI et al., 2021). Além disso, de acordo com Beaurepaire
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et al. (2021) DWV é o virus mais disseminado em A. mellifera no mundo, cuja
dispersao esta relacionada ao acaro V. destructor, sendo que este parasita esteve
presente em todas as colbnias avaliadas neste trabalho. Nao obstante, nossos
resultados estdo de acordo com De Miranda et al. (2013) que associa a presenga
dos virus DWV, ABPV e BQCV ao acaro V. destructor.

Figura 2 - Ocorréncia dos virus DWV, ABPV e BQCV em Apis mellifera e Varroa
destructor coletados em apiarios localizados na Bacia do Jacuipe - Bahia.
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Os virus DWV e ABPV apresentaram ocorréncia em todos os cinco apiarios
avaliados, enquanto o virus BQCV foi observado apenas em trés apiarios (Apiarios
1, 2 e 3) localizados no municipio de S&do José do Jacuipe, ndo sendo assim
detectado no municipio de Capim Grosso. Apesar do resultado para o virus BQCV
ser negativo em apiarios localizados em Capim Grosso, existe registro do virus
BQCV em A. mellifera na Bahia, além de seu registro em outros estados da regiao
nordeste (PEIXOTO et al., 2021).

A presenga do virus DWV foi observada em todos os meses avaliados
(Figura 3). O virus ABPV foi observado em novembro, dezembro e fevereiro em
amostras de V. destructor e em novembro em amostras de A. mellifera (Figura 3).
Ja o virus BQCV apresentou ocorréncia apenas no més de fevereiro em amostras
do acaro e no més de dezembro em amostras de A. mellifera (Figura 3).

E possivel observar na figura 3 que em novembro teve ocorréncia do ABPV
em abelhas e no més seguinte (dezembro), esse virus ja ndo foi detectado, isso
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pode ocorrer devido o virus ABPV ser altamente virulento, sendo dificil sua
estabilidade dentro da coldnia, pois ele causa a morte rapida do hospedeiro
(MARTIN, 2001).

Figura 3 - Ocorréncia dos virus DWV, ABPV e BQCV em Apis mellifera e Varroa
destructor e sua relagdo com V. ceranae durante os meses de coleta em apiarios
localizados na Bacia do Jacuipe - Bahia.
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Os resultados obtidos também podem ser comparados com o nivel de
infeccdo por V. ceranae (Figura 3), pois para as mesmas amostras de abelhas
analisadas o més de novembro foi 0 més que apresentou uma maior infecgao,
sendo este 0 més com maior frequéncia de virus em abelhas, pois foi encontrado
o DWV, ABPV e BQCV, todos ocorrendo de maneira simultanea juntamente com o
fungo V. ceranae e com o acaro V. destructor. Segundo Gajda et al. (2021), V.
ceranae quando esta presente juntamente com BQCV torna-se muito mais perigoso
para as abelhas.

Apenas o virus DWV ocorreu de forma isolada, cuja ocorréncia foi de 60%
nas amostras de A. mellifera e de 50% nas amostras de V. destructor (Figura 4). A
ocorréncia dos demais virus foi como infec¢ao dupla e tripla. Em 33,3% e em 6,7%
das amostras de A. mellifera avaliadas foram observadas infec¢ao dupla e tripla,
respectivamente (Figura 4). Ja nas amostras de V. destructor avaliadas, em 43,75%
foi detectado infecgdo dupla, enquanto que apenas 6,25% foi detectado infecgao

tripla (Figura 4). Nas amostras de A. mellifera avaliadas foram observados os
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seguintes tipos de infecgao dupla: DWV-ABPV representando 60% das amostras
positivas para dois virus e DWV-BQCV representando 40% das amostras positivas
para dois virus (Figura 4). Todas as infecgdes duplas observadas nas amostras de
V. destructor foram do tipo DWV-BQCV (Figura 4).

Figura 4 - Ocorréncia e caracterizagao das infecgdes simples, dupla e tripla nas
amostras de Apis mellifera e Varroa destructor coletados em apiarios localizados
na Bacia do Jacuipe - Bahia.
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4. CONCLUSOES

Os virus DWV, ABPV e BQCV estdo presentes em A. mellifera e V.
destructor na Regido da Bacia do Jacuipe - Bahia. O acaro V. destructor pode atuar
como vetor de virus em A. mellifera nesta regido, contribuindo com a presencga
desses patdgenos nos apiarios. Devido a presenga de virus nas colmeias e a
relevancia da apicultura nessa regido, o monitoramento frequente e manejo
apropriado nas colénias de A. mellifera sdo agdes importantes que devem ser
adotadas pelos apicultores, a fim de se evitar o enfraquecimento e a perda de

colbnias.
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ANEXOS

Anexo 1. Parte do eletroferograma da espécie de virus DWV.
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As cores representam verde (A) Adenlna vermelho— (T) T|m|na azul= (C) Citosina; preto— (G)
Guanina.

Anexo 2. Parte do eletroferograma da espécie de virus ABPV.
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As cores representam: verde= (A) Adenina; vermelho= (T) Timina; azul— (C) Citosina; preto= (G)
Guanina.

Anexo 3. Parte do eletroferograma da espécie de virus BQCV.
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As cores representam: verde= (A) Adenina; vermelho= (T) Timina; azul— (C) Citosina; preto= (G)
Guanina.

Anexo 4. Parte do eletroferograma da espécie de fungo Vairimorpha ceranae.
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As cores representam: verde= (A) Adenina; vermelho= (T) Timina; azul= (C) Citosina; preto= (G)
Guanina.
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