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Existem duas espécies de Vairimorpha spp. que pode acometer a Apis mellifera. Vairimorpha apis e
V. ceranae sdo responsaveis por causar a doenca nosemose, que é considerada uma das doengas mais
prevalentes e economicamente devastadoras. Este trabalho teve como objetivo registrar a presenca e o nivel
de infeccdo de Vairimorpha spp. em operérias de A. mellifera provenientes de colbnias instaladas em
apiarios comerciais na Regido da Bacia do Jacuipe, Bahia, Brasil. Foram realizadas coletas de abelhas em
cinco apidrios mensalmente durante um ano. As amostras foram transportadas para o laboratério de
pesquisa Insecta na Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, na cidade de Cruz das Almas, Bahia.
Foram realizadas analises por meio de microscopia éptica para deteccao de esporos fungicos e determinacao
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 identificacdo do fungo a nivel de espécie. Os resultados revelam a
deteccdo apenas da espécie V. ceranae em todos os cinco apidrios avaliados por meio da PCR. O nivel de
infec¢do variou de nulo a semi-forte, embora ndo seja uma infec¢cdo 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, esporos.

There are two species of Vairimorpha spp. that can affect Apis mellifera. Vairimorpha apis and V. ceranae
are responsible for causing the disease nosemosis, which is considered one of the most prevalent and
economically devastating diseases. This study aimed to record the presence and infection level of
Vairimorpha spp. in A. mellifera workers from colonies located in commercial apiaries in the Jacuipe Basin
Region, Bahia, Brazil. Bee samples were collected from five apiaries monthly for one year. The samples
were transported to the Insecta research laboratory at the Federal University of Recéncavo da Bahia, in the
city of Cruz das Almas, Bahia. Analysis was conducted using optical microscopy to detect fungal spores
and determine the infection level through spore counting using a Neubauer chamber. Subsequently, samples
in which the presence of spores was observed underwent Polymerase Chain Reaction (PCR) for fungus
identification at the species level. The results reveal the detection of only V. ceranae species in all five
evaluated apiaries through PCR. The infection level ranged from none to semi-strong, although it is not a
strong infection. The V. ceranae species was detected throughout all months of the year, and when
environmental conditions are favorable, they tend to multiply rapidly.

Keywords: nosemosis, fungus, spores.

1. INTRODUCAO

A polinizagdo é um servico ecossistémico essencial para o desenvolvimento das espécies
vegetativas, a manutencdo da diversidade genética e reproducdo da flora [1]. Embora existam
muitos insetos que realizam a polinizacdo, as abelhas s@o os principais polinizadores, sendo que
algumas espécies de vegetais dependem diretamente delas para sua manutencao [2].

As abelhas Apis mellifera no Brasil sdo conhecidas também como abelhas africanizadas e séo
poli-hibridos resultantes do cruzamento das subespécies europeias (A. m. mellifera e A. m.
ligustica) com a subespécie africana (A. m. scutellata) [3]. Essas abelhas além de contribuirem
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com a polinizagdo sdo muito importantes por gerarem renda através dos produtos das colénias,
gue sdo extraidos e comercializados por apicultores [4].

Assim, diante da importancia econémica e social das abelhas africanizadas estudos que
monitorem e detectem fatores que contribuem no enfraquecimento e perda de colbnias sdo
necessarios. O declinio desse grupo polinizador na natureza acarreta prejuizos socioeconémicos
como também contribui com uma perda substancial da flora mundial [5]. Diante disso, muitos
pesquisadores buscam entender o que pode estar associado a perdas de coldnias de abelhas, pois
diversos fatores que podem influenciar nesse fenémeno, como o uso indiscriminado de
agrotoxicos, patdgenos, parasitos, manejo inadequado de colénias, poluicdo, entre outros [6, 7].

Dentre os patdgenos responsaveis por perdas de colénias, existe o fungo do género
Vairimorpha, revisado recentemente por Tokarev et al. (2020) [8], responsavel pela doenca
nosemose, que € considerada uma das mais prevalentes e economicamente devastadoras na
apicultura mundial [9]. Existem duas espécies de Vairimorpha que podem acometer A. mellifera,
a V. apis e V. ceranae, sendo ambas responsaveis por causar a doenca [10]. Porém, V. ceranae
tem se demonstrado mais prevalente tanto a nivel individual, quanto da coldnia [11].

A infeccdo por este fungo pode prejudicar o intestino médio e aumentar 0 consumo de energia
pelas abelhas, além de afetar a fisiologia e 0 comportamento da col6nia, caso essa infec¢do ocorra
combinada com fatores abidticos, como a precipitacdo ou com a presenca de parasitos, esse indice
pode aumentar e levar a morte dessas abelhas [12].

Diante disso, esse trabalho tem como objetivo registrar a presenca e determinar o nivel de
infeccdo de Vairimorpha spp. em operérias de A. mellifera provenientes de colbnias instaladas
em apiarios comerciais na Regido da Bacia do Jacuipe, Bahia.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

As amostras foram provenientes de cinco apiarios situados em dois municipios pertencentes a
Bacia do Jacuipe: Sdo José do Jacuipe, Bahia (11°25'17" S; 39°52'15” O) e Capim Grosso, Bahia
(11°22'54" S; 40°0'46" O) (Figura 1). As coletas foram realizadas sob autorizagdo (ndmero
80448) do Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade, durante o periodo de um ano
(janeiro a dezembro de 2021), em apiarios com condicBes populacionais semelhantes. Em cada
apiario foram avaliadas vinte coldnias, sendo analisadas 150 abelhas por apiario mensalmente,
para o nivel de infestacdo. Para a anélise molecular foram avaliadas 90 abelhas por apiério nos
meses com maior infestacdo. As abelhas coletadas foram acondicionadas em recipientes contendo
alcool 70% e transportadas para o laboratério de pesquisa (INSECTA) na Universidade Federal
do Recdncavo da Bahia (UFRB), em caixas térmicas contendo gelo. Apos as abelhas foram
conservadas em ultra-freezer a -80°C.



V.S.L. Neves et al., Scientia Plena 19, 090201 (2023) 3

J BAHIA T~ e

Figura 1: Apiérios localizados na regido da Bacia do Jacuipe, Bahia, onde foram realizadas as coletas
de Apis mellifera.

2.2 Deteccéo e nivel de infestacdo do microsporidio Vairimorpha spp.

A deteccdo do microsporidio Vairimorpha spp. foi realizada de acordo com o protocolo
recomendado pelo Manual de Testes, Diagnésticos e Vacinas para Animais Terrestres (OIE)
(2013) [13]. Por apiério foram separadas 150 abelhas mensalmente, das quais foram analisadas
em pool de 30 abelhas (Figura 2A), que foram dissecadas individualmente, separando-se a cabeca
e torax do abdémen (Figura 2B). Este tltimo foi macerado em cadinho de porcelana com o auxilio
de pistilo (Figura 2C). Apo6s a maceragdo, foi acrescido 1 mL de agua destilada por abelha,
diluindo o macerado, que em seguida foi homogeneizado e separado a parte grosseira da liquida
(Figuras 2D e 2E). Apds, foi retirado 10 pL da mistura e colocado em Camara de Neubauer
coberto por laminula, deixando descansar por dois minutos (Figuras 2F e 2G). Para a contagem
dos esporos foi utilizado um microscopio 6ptico na objetiva de 40x (Figura 2H).
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Figura 2: Procedimento para detec¢do e contagem de esporos de Vairimorpha spp.: (A) separagédo do
pool de 30 abelhas, (B) remocéo dos abdomens, (C) maceragéo dos abdomens, (D) acréscimo de 1 mL de
agua destilada por abelha, (E) remocéo do macerado, (F) retirada de 10 pL do macerado para leitura,

(G) cAmara de Neubauer, (H) leitura em Camara de Neubauer com objetiva de 40x.

A contagem na camara de Neubauer foi realizada de acordo com o protocolo recomendado
pelo Manual de Testes, Diagnosticos e Vacinas para Animais Terrestres (OIE) (2013) [13], em
cinco areas (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, é realizada a diluicdo da amostra com agua destilada. O resultado obtido foi

submetido a equacdo:

Z = %* 6 * 250.000 = nimero de esporos por mL.

Onde:

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

B = Numero de quadrados contados;
& = Fator de diluicdo (se houver);

Figura 3: Camara de Neubauer, com as cinco areas de contagem em vermelho.
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Apos o célculo, o nivel de infeccdo foi determinado utilizando a classificacéo da intensidade
de infeccdo de nosemose em abelhas conforme tabela Jaycox (Tabela 1) [14].

Tabela 1: Nivel de infeccao, intensidade da infeccéo e quantidade de esporos (mL) de Vairimorpha spp.

em abelhas.
Nivel de infeccéo 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: Molina et al. (1990) [14].

Os apiéarios foram observados mensalmente, para a identificacdo de sintomas visiveis da
doenca e morte das coldnias ou abandono.

2.3 Analise estatistica

Os conjuntos de dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. No entanto, devido aos niveis
de normalidade e homogeneidade, testes ndo paramétricos como Kruskal-Wallis foram aplicados
em determinados grupos de dados, além da correlacdo de Spearman para o nivel de infestacao,
precipitacdo pluviométrica, umidade relativa do ar e temperatura. Todas as analises foram
realizadas no software estatistico RStudio® (2015) [15].

2.4 Maceracao das amostras, extracdo do DNA e PCR

O processo de maceracgdo para extracdo do DNA foi realizado utilizando 90 abdomens de
abelhas por apiario, nos meses com maior indice de infestacdo. Os abdomens foram macerados
com o auxilio de pistilo e cadinho de porcelana estéreis e nitrogénio liquido, até a formacao de
uma pasta uniforme. O macerado foi transferido para criotubos de 2 mL e armazenado em ultra-
freezer -80°C até 0 momento da extragdo do DNA.

A extragdo do DNA foi realizada utilizando o DNAzol (Invitrogen, Carlsbad, California, US).
Uma amostra de100 mg do macerado foiadicionada a 1000 pL de DNAzol e 10uL da proteinase
K solution (Invitrogen, Carlsbad, California, US). A amostra foi mantida em repouso a 37 °C em
incubadora tipo BOD por 18h, para que ocorresse a lise celular. Apés, foi adicionado 2,5 pL de
RNAse (Invitrogen, Carlsbad, California, US) para redugdo de contaminacdo por RNA. Foram
feitas quatro lavagens prévias com cloroférmio para a precipitagdo do DNA. Posteriormente, o
DNA foi eluido com 50 pL de agua ultrapura, com repouso por 12 horas a 37 °C em BOD. Ap6s
extracdo, foi feita a quantificacdo e avaliagdo da qualidade do DNA utilizando
Biophotometer®30D (Eppendorf), com valores de absorbancia Azsorzsomm Variando entre 1,6 a 1,9
e posteriormente foi realizada a diluigdo do DNA para a concentragéo de 100 ng/pL.

As analises de PCR foram realizadas utilizando o kit PCR Supermix Brasil (Invitrogen®),
conformeo protocolo do fabricante, utilizando primers especificos para cada microrganismo
estudado (Tabela 2), sendo a reacdo 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 desnaturacdo inicial (1x), 94°C por 30 segundos na
desnaturacdo (35x), 61°C por 30 segundos no anelamento (35x) e 72°C por 30 segundos no
processo de extensao (35x).
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Tabela 2: Lista de primers especificos utilizados para a detec¢do e identificacdo de Vairimorpha spp. em
Apis mellifera.

Primer Sequéncia PB Espec. Ref.
218MITOC-F  5-CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA-3'  218-219 V.ceranae 9
218MITOC-R 5'-CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG-3

321APIS-F 5-GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA-3 321 V. apis 9
321APIS-R  5-GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG-3'

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

Apbs a realizacdo da PCR, foi feita eletroforese em gel de agarose a 2%. O resultado foi
visualizado em transiluminador UV para gel (LTB HE) e fotodocumentador para gel de
eletroforese — L-P1X da marca Loccus®.

2.5 Sequenciamento

Os resultados positivos foram confirmados pelo sequenciamento do DNA. Foi realizado o
sequenciamento Sanger (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA) pela empresa ACTgene
Anélises Moleculares Ltda. Apds as amostras serem sequenciadas, os eletroferogramas foram
lidos com auxilio do software Chromas 2.6.6 (Technelysium, South Brisbane, QLD, AU). A
similaridade da sequéncia de DNA foi realizada com auxilio da ferramenta basica de busca de
alinhamento local (BLAST) do Centro Nacional de Informag&o Biotecnoldgica (NCBI) [16].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi constatada a presenca de esporos de V. ceranae em todos os apiarios (n = 5) (Figura 4) e
meses analisados (Figura 5). O nivel de infec¢do variou de nulo a semi-forte, segundo tabela de
Jaycox. Durante a primavera foi observado uma maior quantidade de esporos, se comparado com
outras estagdes do ano, com médias de 63% na primavera e 6% no verdo. Apesar da quantidade
de esporos ndo ser considerada uma infeccao forte, estes podem ser encontrados durante todo o
ano, em condigBes ambientais favoraveis, como na primavera as abelhas tém maior contato
externo, pois é o periodo que tem mais flores para visitar e esses esporos tendem a multiplicar-se
rapidamente entre as coldnias. A infeccdo por V. ceranae é altamente e causa diminui¢do na
produtividade da coldnia e na taxa de sobrevivéncia das abelhas [17].

A diferenca da quantidade de esporos de Vairimorpha spp. entre os meses estudados para cada
apiario, é altamente significativa (P = 8.107e-09) pelo teste Kruskal-Wallis, para todos os apiarios
estudados. Diante disso, comparou-se as médias dos apiarios comparadas par a par pelo teste de
Tukey (p < 0,05), sendo encontrada uma discrepancia significativa entre os apiarios 4 e 1
(p =1.0528e-03), 5e 1 (p = 9.5258e-03), 4 e 2 (p = 2.1470e-03) e 5 e 2 (p = 1.73637e-02). Nao
foi observado sintomas da doenca, reducdo de produtividade das colénias, diminuicdo da
expectativa de vida das campeiras ou mesmo a morte da coldnia nos apiarios estudados. Contudo,
€ necessario atencdo, uma vez que no inicio da infec¢do por Vairimorpha spp. 0s sinais podem
ndo ser evidentes, mas podem causar colapso subito da colénia [18].
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Figura 4: Mediana do nimero de esporos de Vairimorpha spp. em Apis mellifera em cada apiario
analisado na Bacia do Jacuipe, Bahia.

A média de infeccdo por més variou de 69.333 (dezembro) a 4.346.667 (outubro)
esporos/abelha. Para trés dos cinco apiarios analisados, 0 més de maior infecgdo foi outubro
(Figura 5), més de maior florada, em que as abelhas tém maior contato com outras coldnias. De
acordo com Higes et al. (2008) [18], pode ocorrer a contamina¢do quando se tem uma colbnia
saudavel préximo a uma infectada.
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Figura 5: Variacao da quantidade de esporos de Vairimorpha spp. em Apis mellifera para cada apiario
dentro do periodo de um ano na regido Bacia do Jacuipe, Bahia.

Fatores ambientais como a precipitacdo pluviométrica, umidade relativa do ar e temperatura
podem influenciar no desenvolvimento de doengas ou diminuir a resisténcia das abelhas [19].
Com base nisso, foram avaliadas as correlagdes entre esses parametros e o nivel de infeccao por
Vairimorpha spp.
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Na figura 6 é possivel observar que durante o més de novembro, houve uma significativa
precipitacdo pluviométrica e um percentual de umidade relativa do ar consideravelmente elevado.
No entanto, essas condigdes ndo se traduziram em niveis mais altos de infecgdo nas colmeias.
Esse achado € coerente com os resultados apresentados no estudo de Calderon-Fallas e Moreno-
Morales (2022) [20], que também identificou taxas de infecgdo menos elevadas em periodos com
aumento de precipitacdo e umidade.
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Figura 6: Dados de temperatura média (°C), precipitacdo pluviométrica (mm) e umidade relativa do ar
(%) para o periodo de um ano (2021) na regido Bacia do Jacuipe, Bahia. Fonte: INMET, 2021 [21].

A partir da correlagdo de Spearman dos niveis de infecgdo com a precipitacdo pluviométrica
para cada apiario, foi possivel observar que o nivel de infec¢do do apiario 1 (r =0,27; P < 0,035),
2 (r=0,35; P<0,012), 3 (r=0,38; P<0,002) e 5 (r=0,35; P< 0,005), correlacionou-se
positivamente com a precipitacdo pluviométrica. Ndo houve correlacéo para o apiério 4 (r = 0,19;
P < 0,15). A precipitacdo ¢ um parametro importante, pois quando chuvas persistentes ocorrem
ao longo do dia, as abelhas tendem a reduzir suas saidas das col6nias, optando por permanecer
em seu interior. Essa aglomeracéo, por sua vez, pode levar a um ambiente mais estressante,
aumentando a probabilidade de comportamentos atipicos, como a defecacdo dentro da colénia
[22]. Esse comportamento, que ndo é comum em situacGes de clima seco, pode representar um
desafio adicional para a higiene e a saude da colonia, bem como para a disseminacéo de patdgenos
entre as abelhas.

Houve uma correlacdo negativa significativa (P < 0,05) entre a temperatura e o nivel de
infeccdo para todos os apiarios, com valores para o 1 (r = -0,5; P < 5.8e-05), 2 (r = -0,3;
P <0,019),3(r=-0,26; P <0,048) 4 (r=-0,35; P<0,0057) e 5 (r =-0,48; P <0,00011).Conforme
a temperatura aumenta, o nivel de infeccdo diminui, sendo que para quatro dos apiarios estudados
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obteve-se uma correlagdo negativa altamente significativa (P < 0,01). O nivel de infec¢do é mais
elevado em temperaturas mais baixas, pois as abelhas permanecem mais tempo dentro da coldnia,
sendo obrigadas a defecar no interior da colénia, resultando em fonte de inéculo [23]. Esses
resultados cooperam com os resultados de Chen et al. (2012) [24] que encontraram niveis de
infeccdo maiores em periodos em que a temperatura foi menor. No estudo desenvolvido foram
encontrados niveis de infecgdo maiores na estacao da primavera e com temperaturas mais baixas,
entdo ambos fatores podem ter contribuido para elevar o nivel de infec¢do dentro da coldnia.

Ao analisar a relacdo entre a umidade relativa do ar e os niveis de infecgdo nos apiarios sob
investigacdo, podemos inferir que os apiarios 2 (r = 0,25; P < 0,05), 3 (r=0,24; P<0,07) e 4
(r=0,19; P < 0,15) ndo demonstraram correlacBes estatisticamente significativas com o0s
indicadores avaliados. J& o apiario 1 (r = 0,4; P < 0,0015) e 5 (r = 0,39; P < 0,002) apresentam
uma correlagdo positiva moderada (P < 0,01). Esse achado salienta a relevancia da umidade como
um potencial catalisador das infeccBes nas colénias de abelhas nesses locais especificos. Visto
que, a umidade dentro da colénia pode influenciar diretamente na disseminacao de patdgenos e,
consequentemente, afetar a sobrevivéncia e o desenvolvimento das coldnias [25]. Portanto,
compreender como a umidade do ar se relaciona com as infec¢es nas colmeias é essencial para
implementar medidas de manejo adequadas e garantir coldnias saudaveis e prosperas,
especialmente nos apiarios onde essa correlagao se manifesta de maneira mais evidente.

Calderén e Ramirez (2010) [26] destacaram em sua pesquisa que apiarios situados em
ambientes imidos e sombreados tém uma tendéncia a exibir niveis de infeccdo mais significativos
quando comparados aqueles estabelecidos em regides onde prevalecem condi¢bes secas e
ensolaradas. 1sso ressalta a influéncia critica do ambiente local nas taxas de infecgao nas colénias
de abelhas, sugerindo que as condi¢des climaticas desempenham um papel fundamental na
suscetibilidade das colmeias a patogenos.

Todas as amostras analisadas por meio da PCR, apresentaram resultados positivos para a
espécie V. ceranae, ou seja, ndo houve registros de V. apis. Embora ndo existam estudos anteriores
sobre a deteccdo dessas espécies na Regido Bacia do Jacuipe, Bahia, estudos demonstram que
existe a possibilidade de sobreposicdo da espécie V. ceranae com V. apis, pois essa espécie esta
amplamente distribuida no Brasil [27, 28]. No estudo conduzido por Lage et al. (2022) [29], na
Bahia, foi identificado o patdgeno V. ceranae, além disso, a pesquisa abordou a avaliagdo da
presenca de V. apis, contudo, ndo houve detec¢do dessa espécie, 0 que respalda os achados do
nosso estudo atual. Vale destacar que essa auséncia de V. apis € relevante para entender a dindmica
dos patdgenos em populagdes de abelhas na regido.

4, CONCLUSAO

Vairimorpha ceranae esta distribuida em todos os apiarios estudados da Regido Bacia do
Jacuipe, Bahia. Embora os niveis de infeccdo variem de nulo a semi-forte, € necessaria atencdo
por parte dos apicultores, uma vez que, em condi¢cdes favoraveis, o microsporidio pode
rapidamente se multiplicar e causar sérios danos as colénias na regido.
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