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EPIGRAFE

Nada se assemelha a alma como a abelha.

Esta voa de flor para flor, aquela de estrela para estrela.
A abelha traz o mel, como a alma traz a luz.

Victor Hugo (1802-1885)
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RESUMO

A nosemose é considerada uma das doencas mais importantes entre as abelhas,
sendo ocasionada por fungos microsporidios do género Nosema spp. A doenca é
citada como um dos fatores relacionados ao Distarbio do Colapso das Coldnias
(DCC), caracterizado pela morte precoce de populacdes de abelhas. A nhosemose
pode ser ocasionada por Nosema apis ou N. ceranae, sendo esta Ultima relatada
como a mais prevalente no mundo e no Brasil. Entretanto, pouco se sabe sobre sua
ocorréncia e distribuicdo no estado da Bahia. O objetivo deste estudo foi identificar a
ocorréncia e distribuicdo dos parasitas N. apis e N. ceranae em abelhas Apis
mellifera L. coletadas em apiarios no estado da Bahia, Brasil. Foram analisadas 154
amostras de abelhas coletadas em 20 apiarios de seis regides apicolas do Estado.
As colmeias amostradas foram avaliadas quanto aos sintomas e sinais da doenca,
no periodo de dezembro de 2015 a julho de 2018, porém néo foi observado nenhum
sintoma. O diagndéstico molecular foi realizado via reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Do total de 154 amostras analisadas, 96 estavam infectadas por N. ceranae
e a espécie N. apis ndo foi detectada. O patdogeno N. ceranae foi encontrado em
amostras de todas as seis regides avaliadas. Este resultado € coerente com outros
trabalhos ja publicados, nos quais N. ceranae vem sendo encontrado em alta
frequéncia e N. apis é pouco relatado. A auséncia de sintomas frente a um alto nivel

de infeccéo é discutida neste trabalho.

Palavras-chave: Abelhas, apicultura, nosemose, parasita, colapso das colénias.
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ABSTRACT

Nosema is considered one of the most important diseases among bees, caused by
microsporidia fungi of the genus Nosema spp. The disease is cited as one of the
factors related to Colony Collapse Disorder (DCC), characterized by the early death
of bee populations. Nosema disease may be caused by Nosema apis or N. ceranae,
the latter being reported as the most prevalent in the world and in Brazil. However,
little is known about occurrence and distribution in the State of Bahia. The aim of this
study was to identify the occurrence and distribution of parasites N. apis and N.
ceranae in Apis mellifera L. bees collected in apiaries of Bahia, Brazil. 154 samples
of bees collected in 20 apiaries of six bee regions of the State were analyzed. The
hives were followed regarding the symptoms and signs of the disease, from
December 2015 to July 2018, however no apparent symptom was found. The
molecular diagnosis was carried out via polymerase chain reaction (PCR). From 154
samples analyzed, 96 were infected by N. ceranae and N. apis species was not
detected. N. ceranae pathogen was found in samples from all six regions evaluated.
This result is consistent with others already published, in which N. ceranae has been
found in high frequency and N. apis is almost not reported. The absence of

symptoms regardless the high level of infection is discussed in this article.

Keywords: Bees, beekeeping, Nosema, parasite, collapse of colonies.
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1. INTRODUCAO

As abelhas tém o seu surgimento estimado ha cerca de 125 milhdes de anos,
no periodo Cretaceo, apos as Angiospermas (WING & BOUCHER, 1998). Sdo as
principais agentes polinizadoras, sendo determinantes para 0 aumento da producao
de diversos cultivos agricolas, especialmente a fruticultura, além da producao de mel
e derivados (D’AVILA & MARCHINI, 2005). Cerca de 20.000 espécies de abelhas
foram descritas até o momento, sendo a Apis mellifera L. a de maior incidéncia
mundial e influéncia econdmica (TRINDADE et al., 2004).

O sucesso da espécie A. mellifera estad relacionado ao seu facil manejo,
tamanho de suas col6nias, alto rendimento, eficiente habilidade de forrageamento,
abundéancia em diferentes ecossistemas e seu perfil generalista na busca de
recursos (PIRES et al., 2016). As caracteristicas de A. mellifera combinadas com a
alta demanda por produtos de abelhas coloca a apicultura como uma atividade
chave para a conservagcdo dos ecossistemas e desenvolvimento econdmico,
atraindo assim um grande interesse em diferentes setores da sociedade e geragao
de renda (BORLACHENCO et al., 2017).

As populacdes de abelhas tem sofrido mundialmente uma grande reducéo que
foi denominada como “Sindrome do desaparecimento das abelhas” ou “Disturbio do
Colapso das Colénias” (Colony Collapse Disorder, CCD). Entre os fatores
associados como causas desta sindrome destaca-se a nosemose (HIGES et al.,
2008).

A nosemose € considerada uma das doencas mais importantes entre as
abelhas, sendo ocasionada por fungos microsporidios do género Nosema spp. (ADL
et al., 2005). Sdo parasitas intracelulares obrigatérios que se desenvolvem nas
células da mucosa intestinal do hospedeiro, transmitindo-se horizontalmente por via
fecal-oral (GISDER et al., 2011). A doenca possui apenas duas espécies envolvidas,
a Nosema apis, que foi identificada inicialmente em Apis mellifera (ZANDER, 1909),
e a Nosema ceranae, proveniente das abelhas asiaticas Apis cerana (FRIES et al.,
1996). Entretanto, ambas as espécies sdo encontradas parasitando A. mellifera,
tanto em infecc¢des individuais como em co-infec¢des (FRIES, 2006). As infeccbes
por Nosema spp. ocasionam desordens digestivas, tremores, diminuicdo da

longevidade das abelhas, da populacéo da colmeia e consequentemente reducéo da
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producdo de mel e da capacidade de polinizacdo (CHEN et al., 2008; WILLIAMS,
2000).

A nosemose possui distribuicdo mundial, mas sua ocorréncia é ainda pouco
conhecida no Brasil (PIRES et al., 2016). Embora o primeiro registro do patégeno no
pais tenha sido feito em 2007 (KLEE et al., 2007), recentemente foram realizadas
analises moleculares de amostras de abelhas coletadas em 1979 que indicam a
presenca do microsporidio ha pelo menos trés décadas (TEIXEIRA et al., 2013). Os
trabalhos publicados acerca da ocorréncia da nosemose no Brasil sugerem que a
doenca estad bem disseminada no pais (KLEE et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2013;
SANTOS et al., 2014; KRUGER, 2015; LIMA et al., 2015; GUIMARAES-CESTARO
et al., 2016; NASCIMENTO, 2016).

O nordeste brasileiro, devido a caracteristicas climaticas e floristicas, possui
grande competitividade no mercado apicola (VIDAL, 2017). O estado da Bahia
ocupa a primeira posicado na producdo de mel da regido nordeste e sexta colocagao
nacional, com 3.590 toneladas produzidas no ultimo ano (IBGE, 2017). Apesar da
intensa atividade apicola, a Bahia possui poucas informacfes acerca da sanidade
das abelhas locais.

O estudo de Teixeira et al. (2013), investigou a ocorréncia e distribuicdo da
nosemose no pais, em amostras advindas de 10 estados brasileiros, incluindo a
Bahia, e detectou a presenca de N. ceranae. Nao existem outros trabalhos
publicados acerca da doenca no Estado. Tendo em vista a extensa dimensao do
estado da Bahia, intensa atividade apicola e escassez de trabalhos, ha uma
demanda de informacdes acerca da nosemose. Considerando o contexto
apresentado, o estabelecimento de técnicas moleculares para o diagnostico da
nosemose no estado da Bahia mostra-se necessario para se conhecer a sanidade
dos apiérios locais e embasar acdes governamentais, politicas e técnicas, visando o
manejo mais adequado dos apiarios e a manutencao da capacidade de polinizacao

das colbnias.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Conhecer a etiologia, ocorréncia e distribuicdo da nosemose no estado da Bahia.

2.2 Especificos

o Estabelecer e otimizar técnicas moleculares para o diagnostico de nosemoses
em A. mellifera;

o Conhecer a ocorréncia, distribuicdo e sintomas associados a nosemose em
apiarios das principais regiées apicolas da Bahia;

o Identificar as espécies de Nosema associadas a nosemose no estado da
Bahia.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Importancia das abelhas

As abelhas tém o seu surgimento estimado ha cerca de 125 milhdes de anos,
no periodo Cretaceo, apos as Angiospermas (WING & BOUCHER, 1998). Sao
vespas (Hymenoptera, Aculeata) que alteraram seu comportamento alimentar,
modificando a fonte de nutrientes de insetos e acaros para o néctar e o pdlen
(SILVEIRA et al., 2002). A patrtir disto, estes insetos criaram uma forte relacdo com
as plantas angiospermas, sendo 0s seus principais agentes polinizadores. Estédo
inseridas na superfamilia Apoidea, juntamente com as vespas (BROTHERS &
CARPENTER, 1993). Alexander & Michener (1995), propuseram uma classificacao
das abelhas em 9 familias (Colletidae, Stenotritidae, Andrenidae, Halictidae,
Melittidae, Dasypodaidae, Meganomiidae, Megachilidae e Apidae). No mundo, cerca
de 20.000 espécies de abelhas ja foram descritas até o momento (MICHENER,
2007), sendo que apenas 2% séo consideradas sociais.

As abelhas sociais sdo as principais polinizadoras das comunidades de
plantas, sendo o sucesso deste dominio relacionado a capacidade de recrutar outras
abelhas da colmeia para o forrageamento e a eficiéncia na comunicacéo da fonte de
alimento (ALVES et al., 2015). As abelhas s&o responsaveis pela polinizacdo de
diversas culturas, sendo determinantes para a manutencdo de varias espécies
vegetais em todo o mundo (MORSE & CALDERONE, 2000). Cerca de 70% das
plantas cultivadas para o consumo humano tem aumento de produgdo em
consequéncia da atividade polinizadora, principalmente a promovida pelas abelhas
(KLEIN et al., 2007). Estima-se que o valor econémico da polinizacdo promovida por
insetos corresponde a 9,5% do valor total da producdo agricola mundial, o que
representa cerca de 153 bilhdes de euros (GALLAI et al., 2009). No Brasil,
aproximadamente 60% das espécies de plantas cultivadas dependem em certo grau
da polinizagédo animal (GIANNINI et al., 2015).

Além da visita as flores e dos beneficios no incremento da polinizacdo, as
abelhas apresentam produtos e subprodutos bastante valorizados economicamente,
tais como mel, pdélen, propolis e cera. Sendo estes produtos 0s principais atrativos
para a sua criagdo racional e manejo. A apicultura € uma atividade sustentavel, que

gera impactos positivos tanto no aspecto socioecondmico, pela renda gerada ao
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agronegocio, como também do ponto de vista ambiental, devido a importancia da
polinizacdo para a manutencéao da biodiversidade do planeta (SANTOS & RIBEIRO,
2009). Esta atividade contempla principalmente a agricultura familiar, na qual estéo
inseridos 90% dos apicultores, sendo estes responsaveis por 60% da producdo de
mel do Brasil (ABEMEL, 2015).

O investimento em apicultura no Brasil esta baseado na producédo de mel e
derivados, com poucas experiéncias do uso das abelhas em servigo de polinizacao
(GONCALVES, 2012). O grande impulso ao crescimento da apicultura no pais
aconteceu em 2001, quando as exportacbes de mel para a Europa e os Estados
Unidos foram intensificadas. Antes disso, a producdo nacional era
predominantemente comercializada no mercado interno (LENGLER, 2008). Em
relacdo a producdo do mel no Brasil, a producdo do ultimo ano foi de 39,59 mil
toneladas, o equivalente a 470,51 milhdes de reais (IBGE, 2017). A regido nordeste
contribuiu com 26,1% da producéo brasileira, gerando 10,39 mil toneladas de mel
(IBGE, 2017). O estado da Bahia ocupou a primeira posi¢cado na producao de mel no
nordeste e sexta colocacdo nacional, com 3.590 toneladas produzidas no ultimo ano
(IBGE, 2017). Devido ao clima e a grande biodiversidade da flora, o Brasil ainda
apresenta um grande potencial apicola a ser explorado (AMARAL, 2010).

Além das aplicagcbes no agronegocio, como a polinizacdo de culturas e a
producdo de mel e derivados para venda, as abelhas também possuem um grande
potencial biotecnoldgico. Os insetos podem ser utilizados como bioindicadores
ambientais, indicando possiveis poluicdes ambientais por pesticidas, metais e
compostos quimicos (PALAZUELOS BALLIVIAN, 2008). Também podem ser
aplicadas no controle biolégico de pragas e doencas, atuando como meio de
transporte de inimigos naturais ou diretamente (DEDEJ et al., 2004). Além disso, a
maioria dos seus derivados pode ser utilizada na producdo de farmacos e produtos
terapéuticos. A apitoxina (0 veneno das abelhas do género Apis) pode ser
empregada no tratamento de artrite, reumatismo e doencgas autoimunes (DANTAS et
al., 2013), assim como o mel, propolis e geleia real possuem diversas propriedades,
tais como antibidtica, anti-inflamatoéria, anestésica, antioxidante e cicatrizante
(VIUDA-MARTOS et al., 2008). Os produtos apicolas também possuem aplicacbes
na inddstria cosmética, como na producdo de cremes e tonicos, devido as suas
propriedades adstringentes e suavizantes (RIBEIRO et al., 2009), assim como na

industria de alimentos e diversas outras areas da biotecnologia.
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A utilizacdo dos produtos das abelhas pelo homem possui origem estimada ha
mais de 7.000 anos, para fins alimentares e medicinais. Os servigos de polinizacao
nas éareas agricolas dependem tanto das espécies domesticadas quanto das
populacdes de abelhas silvestres (GARIBALDI et al., 2013). As abelhas Apis
mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera, Apidae) tém sido as mais utilizadas em todo
0 mundo para a polinizacdo de plantas cultivadas (SOUZA, 2007) (Figura 01).

O sucesso da espécie A. mellifera esta relacionado ao seu facil manejo,
tamanho de suas colOnias, alto rendimento, eficiente habilidade de forrageamento,
abundéancia em diferentes ecossistemas e seu perfil generalista na busca de
recursos (PIRES et al., 2016). As caracteristicas de A. mellifera combinadas com a
alta demanda por produtos de abelhas coloca a apicultura como uma atividade
chave para a conservagcdo dos ecossistemas e desenvolvimento econdmico,
atraindo assim um grande interesse em diferentes setores da sociedade e geracao
de renda (BORLACHENCO et al., 2017).

Figura 01: Atividade polinizadora das abelhas A. mellifera. Fonte: CPT, 2017; GLOBO RURAL, 2015.

Até 1840 a criacdo de abelhas no Brasil era realizada com espécies nativas,
denominadas abelhas indigenas sem ferrdo ou meliponideos, tais como as abelhas
urugu, mandacaia e mandaguari (CAMARGO, 1972). O padre Antonio Carneiro
Aureliano trouxe as primeiras abelhas europeias A. mellifera para o Brasil e, ainda
no mesmo seéculo, os colonizadores de varias partes da Europa trouxeram as
subespécies Apis mellifera mellifera da Alemanha, a Apis mellifera ligustica da Italia,
a Apis mellifera carnica da Austria e a Apis mellifera caucasica da RuUssia para a
regido Sul do Pais. O poli-hibrido resultante dessas linhagens deu inicio a apicultura
brasileira (GONCALVES, 2006).
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Os primeiros relatos de problemas de sanidade apicola no pais foram
registrados na década de 20, com o “mal de outono” no Rio Grande do Sul, e na
década de 30, com o aparecimento da nosemose em Sao Paulo e do parasita
Melaloncha ronnai no Rio de Janeiro (PIRES et al., 2016). Por volta de 1950, 80%
dos enxames se extinguiram devido a problemas de sanidade, o que ocasionou uma
grande reducédo na producao de mel nacional (CAMARGO, 2002).

Para tentar melhorar a produtividade apicola, em 1956 o professor Warwick
Estevan Kerr, através de apoio governamental, foi para a Africa com o objetivo de
pesquisar as abelhas africanas, consideradas mais produtivas e resistentes a
doencas (PEREIRA & VILELA, 2003). Em 1957, rainhas africanas foram trazidas
para Rio Claro — S&o Paulo e, em funcdo de um acidente, essas abelhas escaparam
e disseminaram no Brasil (KERR, 1994). As abelhas africanas (A. mellifera
scutellata) cruzaram com as abelhas europeias locais e deram origem as abelhas
africanizadas (Africanized honeybee — AHB), que atualmente ocupam todo o
territério brasileiro, exceto a ilha de Fernando de Noronha (GOLCALVES, 2006). O
resultado dessa hibridizacdo € uma abelha com caracteristicas predominantes das
africanas, que apresenta facilidade para enxamear, maior produtividade e resisténcia
a doencas (DE ALMEIDA et al., 2013).

3.2 Disturbio do Colapso das Colénias (CCD)

As populacdes de abelhas tém sofrido mundialmente uma grande reducao que
foi denominada como “Sindrome do desaparecimento das abelhas” ou “Disturbio do
colapso das coldnias” (Colony Collapse Disorder, CCD). Esse fenbmeno é
caracterizado pela morte em massa de populacdes de abelhas, sendo repentino e
de origem ainda desconhecida (WILLIAMS et al., 2010).

Associados a este processo, sdo observados sintomas fisicos, tais como
abdomens retraidos, ressecados e de coloracdo amarelada, e também sintomas
comportamentais, tais como fraqueza, tremores, diminuicdo das taxas de polinizagao
e producédo (PIRES et al., 2016). Na dinamica das colbnias, pode ser observado:
diminuicdo do numero de abelhas operarias, devido a morte precoce das mesmas;
maior nimero de crias em comparacdo ao numero de abelhas adultas; corpos de
abelhas adultas mortas dentro e fora da colmeia; aparente auséncia de invasao

imediata da colmeia por pragas, tais como tragcas (VANENGELSDORP et al., 2009).
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Entre os fatores associados como possiveis causas desta sindrome destacam-
se a intoxicacdo por agrotoxicos, estado nutricional e manejo das colbnias,
mudancas climaticas, além de patégenos e parasitas (PIRES et al.,, 2016). Os
avancos cientificos disponiveis, em especial na area molecular, apontam para a
impossibilidade de atribuir tais colapsos a um unico fator, com excecao aos advindos

de mortalidade aguda comprovadamente ocasionada por agrotoxicos.

3.2.1 CCD no mundo

N&o ha um registro exato do primeiro relato de CCD no mundo, mas as
informacgdes pioneiras foram descritas na Europa e nos Estados Unidos, assim como
0s principais estudos estdo concentrados nestas regides (PIRES et al., 2016). Em
2007 foi realizada uma conferéncia nos EUA, com objetivo de discutir as possiveis
causas da répida mortalidade das colonias de abelhas que estavam sendo
observadas. Foram identificados um conjunto de sintomas observados e a partir
disto foi criado o conceito de “Colony Colapse Disorder” (CCD). Criou-se também um
comité de investigacdo e gestdo da CCD, encarregado de elaborar planos de acdes
e obter relatos do fenémeno.

Desde a criacdo do comité de investigacdo do CCD, inUmeras causas para o
fenbmeno tém sido propostas e, até o momento, estd claro que nenhum fator
sozinho é responsavel pela sindrome. Embora as causas da CCD nédo tenham sido
totalmente esclarecidas, diversas pesquisas estdo sendo conduzidas por equipes
multidisciplinares para tentar solucionar este problema (PETTIS & DELAPLANE,
2010).

A maior parte dos estudos americanos voltados ao CCD estad destinada a
patégenos (principalmente N. ceranae, V. destructor e alguns virus), intoxicacao por
agrotoxicos, efeitos nutricionais e de manejo. Em geral, os estudos sustentam a
hipotese de que a CCD é um fendbmeno relacionado a sobrecarga de estresse,
causada por diferentes fatores que atuam de maneira sinérgica (CORNMAN et al.,
2012). Na Europa, as avaliagGes oficiais de perdas de coldnias possuem registros
mais recentes do que os do EUA. Os dados ndo estdo disponiveis na mesma
periodicidade do continente americano, pois este ponto envolve a adeséo de paises
da Unido Europeia, assim como a participacdo de 6rgdos para a padronizacdo de

metodologias para a realizacdo das avaliacbes. Na Europa, os patogenos V.
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destructor e N. ceranae, juntamente com a exposicdo a agrotoxicos, tém sido
relatados como os principais causadores da CCD (GENERSCH et al., 2010). Na
América Latina, apesar da grande relevancia econdmica da atividade apicola, a
sanidade das abelhas e o fenbmeno CCD nédo estdo bem documentados
(VANDAME & PALACIO, 2010), sendo ausentes 0s registros sobre as mortes em

massa das colbnias.

3.2.2 CCD no Brasil

No Brasil, ndo existem registros acerca da mortalidade de abelhas meliferas
livres e cultivadas relacionados a presenca de patdgenos, exposicao de agrotoxicos
ou qualquer outro fator associado ao fendbmeno CCD (PIRES et al., 2016). Essa
auséncia de registros pode ser associada a inexisténcia de um sistema de
monitoramento das colbnias nos apiarios e também na natureza. No pais, de modo
geral, ndo existem cadastros efetivos dos apicultores, com excecdo de alguns
estados que possuem cadastros ainda incompletos. Ainda, a auséncia de programas
governamentais devidamente regulamentados, que visem avaliar a situacao real da
sanidade apicola, constitui um fato que contribui para tal situacéo.

Até os anos 2000, ndo havia registros sobre a perda de colbnias de A. mellifera
no Brasil, com excecdo das perdas ocorridas devido a indisponibilidade de recursos
naturais, manejo inadequado ou em razdo de pdlens toxicos (CARVALHO &
MESSAGE, 2004; CASTAGNINO et al., 2011). Apos o estabelecimento do fenbmeno
CCD nos Estados Unidos, foram introduzidos termos como “declinio” e “colapso” no
pais e buscou-se estabelecer rela¢cdes com tal fenbmeno. Na ultima década, foram
relatados diversos casos de morte de populacdes de abelhas no pais, com possiveis
envolvimentos com CCD. No entanto, os casos que foram devidamente estudados
nao foram considerados associados ao fenbmeno e, a grande maioria dos relatos
nao foi investigada.

Tendo em vista a situacdo dos apiarios do Brasil, onde ndo ha um cadastro e
acompanhamento efetivo dos mesmos, ndo € possivel mensurar as perdas das
colénias, nem mesmo se existem ou ndo casos de CCD. E necesséria a adesdo de
pelo menos um laboratério especializado por estado brasileiro, para que possa se

iniciar um cadastramento e acompanhamento efetivo da situacdo dos apiarios do
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pais, assim como instituicbes capacitadas para um levantamento epidemioldgico

correto.

3.3 Nosemoses

A nosemose é considerada uma das doencas mais importantes entre as
abelhas, sendo ocasionada por microsporidios do género Nosema
(Microsporidia:Nosematidae) (VOSSBRINCK & DEBRUNNER-VOSSBRINCK, 2005).
O filo Microsporidia foi descoberto no século 19, sendo composto de fungos
parasitas unicelulares capazes de formar esporos (WITTNER, 1999). Inicialmente,
estes parasitas eram incluidos entre os protozoarios no filo Apicomplexa, mas
atualmente estdo inseridos no reino Fungi (ADL et al., 2005).

A maioria dos microsporidios entomopatogénicos faz parte do género Nosema,
sendo descritas mais de 150 espécies, que sdo encontradas em 12 ordens de
insetos (ANDREADIS, 1980). Dentre as ordens de insetos mais afetadas pelos
microsporidios, destacam-se Lepidoptera, Diptera Coleoptera, Orthoptera e
Hymenoptera, sendo esta Ultima respectiva as abelhas (SIMOES, 2012). Nas
abelhas, doenca possui duas espécies envolvidas na etiopatogenia, a Nosema apis,
que foi identificada inicialmente nas abelhas europeias Apis mellifera (ZANDER,
1909), e a Nosema ceranae, proveniente das abelhas asiaticas Apis cerana (FRIES
et al., 1996) (Figura 02). Entretanto, ambas as espécies sdo encontradas
parasitando A. mellifera, tanto em infeccdes individuais como em co-infec¢des
(FRIES, 2006).

Figura 02: Microscopia Otica de esporos maduros de Nosema apis (A) e Nosema ceranae (B)

presentes em A. mellifera. Fonte: Huang, W. F. (2012).
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O ciclo de vida de Nosema se inicia com a contaminagdo das abelhas via
ingestdo de esporos junto ao alimento ou pela limpeza de fezes contaminadas na
colénia, seguido pela adesdo do parasita as células da mucosa intestinal do
hospedeiro, afetando as taxas de digestdo e assimilagdo dos nutrientes
(FORSGREN & FRIES, 2010). A presenca do patdgeno ocasiona inflamacdes no
intestino, gerando diarreia e liberacdo de novos esporos nas fezes. O
desenvolvimento de N. ceranae no ventriculo das células da mucosa intestinal é
semelhante ao da N. apis, no entanto, N. ceranae completa o seu ciclo de vida trés
dias antes a N. apis (FRIES, 2010). Os esporos gerados possuem uma alta
durabilidade nas fezes, solo e em produtos derivados, tais como o mel (PUKER,
2011).

Os parasitas sao caracterizados por competirem com 0s seus hospedeiros por
nutrientes, gerando um estresse energético (KLEE et al., 2007). Esse estresse
energético pode ser demonstrado diretamente, pela assimilacdo dos nutrientes pelo
parasita, ou através da resposta do hospedeiro, na busca por mais recursos
nutricionais e intensificacdo do sistema imunologico no combate ao patdgeno
(SCHMID-HEMPEL, 2005).

As infeccbes por Nosema spp. sdo caracterizadas por ocasionar em abelhas
desordens digestivas, fraqueza, incapacidade de voo, aumento das taxas de
forrageamento e trofalaxia, diminuicdo da longevidade dos individuos, da populagéo
da colmeia e consequentemente reducédo da producédo de mel e da capacidade de
polinizacdo (CHEN et al.,, 2008; WILLIAMS, 2000) (Figura 03-A). O intestino de
abelhas sadias possui uma coloragdo marrom-esverdeada e estruturas anelares
visiveis, enquanto o intestino de abelhas contaminadas por Nosema apresentam
uma coloracdo branca e sem estruturas visiveis (HUANG, 2011) (Figura 03-B).

A introducdo de um parasita exotico, o N. ceranae, em um novo hospedeiro, a
A. mellifera, € um fato que desperta preocupacdo na comunidade cientifica. A
introducdo de uma espécie exodtica em um ecossistema esta associada como um
dos principais fatores de perda de biodiversidade, podendo até levar a erradicacéo
do novo hospedeiro (DEREDEC & COURCHAMP, 2003). No entanto, na pratica,
observa-se que as abelhas A. mellifera a cada ano parecem se adaptar a este
parasita (PAXTON et al., 2007). O principal efeito da infeccéo pelo patégeno que tem
sido observado € a diminui¢cdo da capacidade de absor¢do dos nutrientes, mas nao

mais uma morte imediata. O patdégeno possui como sua principal finalidade
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transformar a abelha em uma maquina de producdo de esporos, e ndo mata-la
rapidamente, o que torna a nosemose uma doenca tdo insidiosa (FORSGREN &
FRIES, 2010).

Figura 03: A- Sintoma de diarreia causado por Nosema na entrada da colmeia de A. mellifera. B-
Tecido do intestino (ventriculo) de abelhas A. mellifera; acima tecido infectado (branco leitoso) e

abaixo tecido sadio (amarelado). Fonte: Broberg, D.; Huang, Z. (2011).

O grau de Vviruléncia observado em uma abelha nédo corresponde
necessariamente ao de toda a colbnia (FRIES & CAMAZINE, 2001). O parasita pode
estar presente nas abelhas por periodos prolongados sem causar sintomas em nivel
de individuo e até mesmo de colonia (INVERNIZZI et al., 2009; PAXTON, 2010;
FERNANDEZ et al., 2012). As infeccBes por microsporidios sdo consideradas
comuns em abelhas, entretanto, apenas sob condicdes adversas, como a
coexisténcia com outros patdgenos (tais como acaros, bactérias e virus), residuos
de agrotoxicos e deficiéncias no manejo (como escassez de recursos nutricionais e
falta de sombreamento nas coldnias), é que a relacdo parasita-hospedeiro costuma
resultar em surto da doenca e danos a colénia (PUERTA et al., 2001; FRIES, 2010).

Outro aspecto a ser considerado em casos de auséncia de sintomas em
colmeias infectadas s@o os processos de co-evolucdo entre patdégeno e hospedeiro,
que resulta em adaptacdes reciprocas, permitindo que os patdgenos consigam
explorar a0 maximo os recursos disponiveis e minimizem os custos da infeccéo, tais

como o estresse nutricional e energético ao hospedeiro (SCHMID-HEMPEL, 2008).

Além disso, acredita-se que as espeécies de abelhas apresentam diferencas nas
respostas a patogenos, incluindo uma maior resisténcia. No caso das abelhas
africanizadas, que sdo amplamente distribuidas no Brasil, estudos apontam que elas

possuem uma maior resisténcia a patdégenos quando comparada a abelha europeia
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(CALDERON et al. 2010; VANDAME & PALACIO, 2010), inclusive para a nosemose
(MENDOZA et al., 2013). Mudancas no grau de viruléncia do parasita ao longo do
tempo, especialmente referentes ao N. ceranae, ainda sdo consideradas
enigmaticas (PAXTON et al., 2007).

A nosemose tem sido amplamente relacionada ao fenémeno da CCD,
juntamente com outros patégenos de grande relevancia entre as abelhas, tais como
o acaro Varroa destructor (COX-FOSTER et al., 2007). Experimentos realizados
indicam que estes patdégenos ndo podem ser direcionados como a Unica causa da
CCD, mas podem estar envolvidos neste fenébmeno, por meio de fatores que atuam
de modo sinérgico (CORNMAN et al., 2012). Ainda sdo necessarios novos estudos,
para que possa se obter uma melhor compreenséo acerca destes patdgenos, seus
efeitos e 0 processo de co-evolugdo com as abelhas.

3.3.1 Métodos de identificacdo de Nosema spp.

Existem diferentes métodos biotecnoldgicos registrados para o diagndstico dos
patbgenos Nosema spp. em abelhas e produtos derivados (FRIES et al., 2013).
Previamente ao diagndstico em laboratorio, o pesquisador pode realizar a avaliagdo
da colbnia em campo, através da andlise dos aspectos clinicos da doenca. Os
aspectos clinicos observados na colbénia foram descritos separadamente para N.
apis (FRIES et al., 1993) e N. ceranae (HIGES et al., 2008).

Em laboratério, o diagndstico pode ser feito através da contagem de esporos
via microscopia optica ou eletrdnica. As técnicas mais utilizadas para o diagnéstico
de nosemoses sdo a microscopia 6tica, utilizando Corante de Giemsa ou Azul de
Toluidina, e a microscopia eletrénica de transmissdo (MET).

Um microscopio 6tico comum com ampliacdo de 400 vezes é suficiente para
observar esporos Nosema spp. em amostras de abelhas maceradas. Embora as
diferencas no tamanho dos esporos de N. ceranae e N. apis ndo sejam
imediatamente evidentes no microscopio de luz, existe uma diferenca consistente.
Os esporos de N. ceranae sao menores comparados aos esporos de N. apis.
Esporos de N. apis medem aproximadamente 6 x 3 ym (ZANDER & BOTTCHER,
1984) e os de N. ceranae medem aproximadamente 4,7 x 2,7 um (FRIES et al.,
1996). Embora a diferenca no tamanho dos esporos entre essas espécies seja clara,

ainda pode ser dificil detectar a diferenca no diagndstico de rotina de abelhas
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infectadas usando microscopia Optica. O diagnostico pode dificultar ainda mais em
casos de infec¢cdes mistas com ambas as espécies (CHEN et al., 2009).

A metodologia de microscopia eletrénica de transmissédo (MET) tem sido
utilizada com sucesso para o diagnostico de N. apis (FRIES et al.,, 1993) e N.
ceranae (FRIES et al, 1996). Essa técnica produz imagens de alta resolucdo e
permite ampliar o alvo analisado em até um milh&o de vezes, gerando um resultado
rico em detalhes. A técnica de microscopia eletrbnica é mais sensivel e permite um
diagndstico mais preciso que a microscopia otica.

Além das técnicas microscopicas, existem diversos métodos de diagndstico
molecular descritos para nosemoses. Os métodos moleculares sdo considerados
mais eficientes para a identificacdo destes patdgenos, por serem mais sensiveis e
capazes de detectar quantidades minimas de Nosema nas abelhas e produtos
derivados, mesmo em casos de pouco ou nenhum impacto no hospedeiro (FRIES et
al., 2013). Uma vantagem adicional dos métodos moleculares, é que a extrema
sensibilidade da deteccdo pode fornecer informagbes acerca das formas de
transmissédo até entdo desconhecidas.

Previamente a realizacdo do diagnostico molecular, € necesséria a realizacao
de um método para a extracdo do DNA total. Para andalises de mel e produtos
derivados, as amostras sdo previamente diluidas em a agua destilada visando
reduzir a viscosidade e permitir uma maior homogeneizagédo (SCHUCH et al., 2001).
Para andlises diretas nas abelhas, os métodos de extracdo utilizam apenas os
abdomens, visto que o patdgeno esta localizado no intestino das mesmas
(CARRECK et al., 2013). Foram descritos diferentes métodos para a extracdo do
DNA em abelhas, incluindo maceracdo em &agua com posterior germinacao de
esporos (MARTIN-HERNANDEZ et al., 2007), maceracdo em nitrogénio (FRIES et
al., 2013) e diferentes kits comerciais.

O diagnéstico molecular de Nosema é realizado usualmente através da técnica
de Reacéao em Cadeia da Polimerase (PCR), por meio convencional, multiplex ou em
tempo real (QPCR ou PCR quantitativa) (EVANS et al., 2013). Além disso, 0
diagnéstico pode ser realizado via técnicas de sequenciamento.

Diferentes espécies de Nosema foram descritas e podem ocorrer de maneira
muito abundante em uma amostra (LI et al., 2012), para detectar estas espécies é
recomendado o uso de primers especificos na metodologia empregada. Diferentes

primers ja foram descritos na literatura e podem ser empregados em conjunto ou
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separadamente (Tabela 01). O uso de diferentes métodos moleculares pode levar a

inconsisténcias, por isso, recomenda-se que 0s protocolos de triagem sejam feitos

com Reacgao em Cadeia da Polimerase (PCR) e sejam ajustados para as condi¢des

de cada laboratorio.

Tabela 01: Lista de primers utlizados para a detecgdo molecular de Nosema spp. por PCR —
Adaptado de Fries et al., 2013.

Nome Espécie Fonte Sequéncia do primer (5’-3’) Tamanho do
fragmento
(pb)
Martin-
218MITOC N. Hernandez fwd CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA 218 pb
ceranae et al., 2007 ver CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG
Martin-
321APIS N.apis | Hernandez fwd | GeeeccaTaTCTTTGACGTACTATGTA 321 pb
et al., 2007 rev GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG
Mnapis-F N. apis Fries et al., fwd GCATGTCTTTGACGTACTATG 143 pb
2013
Mnceranae-F N. Fries et al., fwd CGTTAAAGTGTAGATAAGATGTT 224 pb
ceranae 2013
Ver 143 pb (N.
) ) ) GACTTAGTAGCCGTCTCTC ,
Muniv-R N. apis Fries et al., apis) e 224
eN. 2013 pb (N.
ceranae ceranae)
N. ceranae N. Chen et al., fwd CGGATAAAAGAGTCCGTTACC 250 pb
ceranae 2008 ver TGAGCAGGGTTCTAGGGAT
N. apis N. apis Chen et al., fwd CCATTGCCGGATAAGAGAGT 401 pb
2008 ver CACGCATTGCTGCATCATTGAC
208 pb (N.
Nosema N. apis Chen et al., fwd GGCAGTTATGGGAAGTAACA apis) e
eN 2008 ver GGTCGTCACATTTCATCTCT 212 (N
ceranae ceranae)
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3.3.2 Tratamento

O tratamento de colmeias infectadas é realizado utilizando o antibidtico
fumagilina, testado com eficacia para N. apis e N. ceranae (HIGES et al., 2011).
Embora néo elimine todas as estirpes de esporos, reduz drasticamente a taxa de
esporos e infeccdo da colbnia. No entanto, a utilizacado deste fungicida foi proibida
na Unido Europeia devido a presenca excessiva de residuos no mel (GAJGER et al.,
2010) e efeitos genotoxicos (STANIMIROVIC et al., 2007). Recentemente, foi
langado um produto natural denominado Vitafeed Gold a base de Beta vulgaris, mas
seus efeitos ainda estdo em fase de teste. Existe uma caréncia no que diz respeito a
produtos naturais para o controle da Nosemose, sendo necessarias novas opcoes

disponiveis no mercado.

3.3.3 Nosemose no mundo

A nosemose foi relatada pela primeira vez em 1909 (ZANDER, 1909), com a
espécie N. apis infectando abelhas A. mellifera na Europa. Em 1996 foi descoberta
uma nova espécie, a N. ceranae, infectando abelhas A. cerane na Asia (FRIES et al.,
1996). Atualmente, sabe-se que ambas as espécies sdo encontradas parasitando A.
mellifera, tanto em infecc¢des individuais como em co-infec¢des (FRIES, 2006). Além
disto, os parasitas ja foram detectados em outras espécies de abelhas, como as do
género Bombus (PLISCHUCK et al.,, 2009) e Melipona (PORRINI et al., 2017). A
doenca € relatada mundialmente e possui registros em todos 0s continentes,
América do Norte (EMSEN et al., 2016), América do Sul (KLEE et al., 2007), Europa
(HIGES et al., 2006), Africa (HIGES et al., 2009), Asia (CHEN et al., 2009) e Oceania
(FRAZER et al., 2016) (Figura 04).

Na Ameérica do Sul, se estima que N. apis esteja presente ha pelo menos 90
anos (MAGGI et al., 2016) e o parasita N. ceranae possui 0 seu primeiro relato em
1979 (TEIXEIRA et al.,, 2013). No continente, o microsporidio ja foi detectado no
Brasil (KLEE et al., 2007), Argentina (MEDICI et al., 2012), Chile (MARTINEZ et al.,
2012), Uruguai (INVERNIZZI et al.,, 2009), Venezuela (PORRINI et al., 2017),
Colémbia (GAMBOA et al., 2015) e Equador (ESPINOSA, 2015).
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Altos niveis de N. ceranae sdo relatados mundialmente. Emsen e
colaboradores (2016) avaliaram apiarios no Canada e detectaram um intervalo de
prevaléncia de 41-91% para N. ceranae e de apenas 4-34% para N. apis. No estudo
de Gajger e colaboradores (2010) na Croacia, 21 distritos foram avaliados quando a
presenca de Nosema, sendo que N. ceranae estava presente em todas as regides
avaliadas com elevados indices e N. apis ndo foi relatado. Chen e colaboradores
(2009) avaliaram amostras de abelhas advindas do Japao, China e Taiwan e
detectaram N. ceranae em 71% das amostras e N. apis em 31%.

Na América do Sul, Martinez e colaboradores (2012) avaliaram a ocorréncia e
distribuicdo de Nosema em apiarios do Chile, sendo que 49% das amostras
analisadas foram positivas para N. ceranae e N. apis ndo foi detectado. Invernizzi e
colaboradores (2009) avaliaram amostras de abelhas avindas de diferentes regides
do Uruguai e apenas a espécie N. ceranae foi detectada. Na Argentina, Medici e
colaboradores (2012) avaliaram amostras de abelhas advindas de 38 municipios do
pais, sendo que N. ceranae estava presente em todos os esporos avaliados e

apenas 2,6% eram referentes a N. apis.

- Presence of Nosema

Figura 04: Presenca e distribuicio de Nosema no mundo. Adaptado de Goulson et al. (2015).

Um possivel envolvimento do microsporidio N. ceranae foi reportado em
colapsos de colénias nos Estados Unidos e Europa (COX-FOSTER et al., 2007;

PAXTON, 2010), mas sabe-se que o0 mesmo esta presente em todo o mundo. Na
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Ameérica do Sul, os colapsos ainda nao estdo sistematicamente documentados, mas
ha registros da incidéncia do microsporidio em diversos paises, como Argentina
(PLISCHUCK et al., 2009), Uruguai (INVERNISI et al., 2009), Chile (MARTINEZ et
al., 2012) e Brasil (KLEE et al., 2007).

3.3.4 Nosemose no Brasil

Embora o primeiro registro de Nosema no Brasil tenha sido feito somente em
2007 (KLEE et al., 2007), recentemente foram realizadas analises moleculares de
amostras de abelhas coletadas em 1979 que indicam a presenca do microsporidio
h& pelo menos trés décadas (TEIXEIRA et al., 2013). Pesquisas nos estados de Séo
Paulo (KLEE et al., 2007; SANTOS et al., 2014; GUIMARAES-CESTARO et al.,
2016), Parana (KRUGER, 2015), Mato Grosso (NASCIMENTO, 2016), Rio Grande
do Sul (BIZZOTO et al., 2018), Rio Grande do Norte (LIMA et al., 2015), Paraiba
(OLINTO, 2014), Piaui (NASCIMENTO & MELQUIADES, 2017) e também no
conjunto de 10 estados (Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana, Rio de Janeiro,
Maranhdo, Ceara, Mato Grosso do Sul, Bahia, Minas Gerais e Goias) (TEIXEIRA et
al., 2013) registraram a presenca do microsporidio no pais.

A regido Nordeste do Brasil possui uma predominancia do clima semiéarido,
este, por sua vez, contém algumas particularidades, tais como a escassez de agua e
elevadas temperaturas ao longo do ano, sem o sombreamento devido das colmeias
(VIDAL, 2017). Existem poucos trabalhos publicados acerca da nosemose na regiao
nordeste (TEIXEIRA et al., 2013; OLINTO, 2014; LIMA et al., 2015; NASCIMENTO &
MELQUIADES, 2017), sendo que, nenhum destes contempla unicamente o estado
da Bahia. A Bahia é um dos estados mais extensos do pais e ocupa a primeira
posicdo na producdo de mel da regido nordeste (IBGE, 2017), no entanto, apesar da
intensa atividade apicola, possui poucas informacdes acerca da sanidade das
abelhas locais, especificamente, acerca da nosemose.

A ampla prevaléncia da espécie N. ceranae em relacdo a N. apis foi também
relatada. No Brasil, o estudo de Santos et al. (2014) avaliou a presenca de Nosema
spp em colmeias do Vale do Paraiba, no estado de Sdo Paulo. Foram analisadas
1.668 amostras, sendo que 85.2% estavam infectadas por N. ceranae. Também no
estado de S&o Paulo, na regido do Vale do Ribeira, foram avaliados os patogenos V.
destructor, Nosema spp e P. larvae via diagndstico molecular (GUIMARAES-
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CESTARO et al.,, 2016) e o parasita N. ceranae foi encontrado em 80% das
amostras avaliadas. Kruger (2015) avaliou apiarios no Parana e detectou que todos
os esporos identificados eram de N. ceranae, sendo apenas 8,6% casos de co-
infeccdo com N. apis. Em Mato Grosso, N. ceranae foi detectada em 96% das 100
amostras avaliadas e N. apis nao foi detectado (NASCIMENTO, 2016). Lima et al.
(2015) avaliou a presenca de Nosema spp em amostras de abelhas e pdlen
advindas do estado do Rio Grande do Norte, neste estudo N. ceranae foi encontrado
em 60% das amostras de abelhas e 43% do pdlen. O estudo realizado por Teixeira
et al. (2013) demonstrou alto percentual de N. ceranae em todo o Brasil, sendo que,
de 637 amostras analisadas, entre 2009 e 2012, oriundas de 47 municipios em 10
estados brasileiros (Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana, Rio de Janeiro, Maranhdo,
Cear4q, Mato Grosso do Sul, Bahia, Minas Gerais e Goias), 79,9% estavam
infectadas, das quais 98,82% eram por N. ceranae.

Embora Nosema esteja amplamente presente no Brasil, ndo parece haver um
padrdo na sua incidéncia. N&o existe uma intensidade da infeccdo deste
microsporidio ao longo do ano definida, assim como uma relacdo direta com
colapsos (PIRES et al., 2016). A falta de registros padronizados e instituices
cadastradas para realizar a avaliacdo da sanidade das abelhas no pais dificultam o

conhecimento acerca da situacéo real da nosemose no Brasil.

3.3.5 Prevaléncia de N. ceranae

A prevaléncia de N. ceranae em relacdo a N. apis em diferentes paises tem
sido discutida dentro da perspectiva de uma maior taxa de viruléncia e fatores
evolutivos (NATSOPOULOU et al., 2016). Tendo em vista que o parasita N. apis
possui uma histéria de co-evolucdo mais antiga com seu hospedeiro do que N.
ceranae (GOMEZ-MORACHO et al., 2015), busca-se compreender os motivos por
tras desta maior prevaléncia (MARTIN-HERNANDEZ et al., 2012).

Diferentes estudos foram realizados investigando comparativamente a taxa de
viruléncia de N. apis e N. ceranae e, dentre os fatores utilizados como parametros
para avaliacdo, destacam-se 0s custos de adaptacdo para o hospedeiro, taxa de
mortalidade, estresse nutricional, imunossupressao e envolvimento na perda de
coldnias (MAYACK & NAUG, 2009; MARTIN-HERNANDEZ et al., 2012;
DUSSAUBAT et al.,, 2012; BOTIAS et al., 2013). Experimentos realizados
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demonstram resultados conflitantes com relacdo a taxa de viruléncia dos parasitas,
existindo resultados de maior viruléncia registrados para N. ceranae (PAXTON et al.,
2007; MARTIN-HERNANDEZ et al., 2012), assim como taxas semelhantes para as
duas espécies (MILBRATH et al.,, 2015; NATSOPOULOU et al., 2016). Estas
diferencas podem ser atribuidas aos meétodos laboratoriais empregados (MILBRATH
et al.,, 2013), mas ainda sdo necessarios mais estudos para uma melhor
compreensao.

Acredita-se que o parasita N. ceranae isolado hoje mundialmente, difere do
isolado inicialmente na China em 1994, com um possivel aumento na sua taxa de
viruléncia (PAXTON et al., 2007). Estudos comparativos de viruléncia podem auxiliar
a explicar porque o parasita N. ceranae se tornou dominante em relacdo a N. apis
em diversas regides no mundo e se a variacdo na taxa de viruléncia pode ser
considerada um reflexo da co-adaptacdo geografica entre o hospedeiro e o
microsporidio (NATSOPOULOU et al., 2016).

A prevaléncia de N. ceranae pode ser atribuida também a fatores intrinsecos
no processo de co-evolugcdo com o seu hospedeiro, sendo resultado de possiveis
adaptacdes para explorar ao maximo os recursos disponiveis e minimizar 0os custos
da infeccdo, tais como o estresse nutricional e energético (SCHMID-HEMPEL,
2008). Tendo em vista que a relacdo entre parasitas e hospedeiros é inerentemente
dindmica, o hospedeiro, por sua vez, pode coevoluir gerando novos genes de
resisténcia para o patdégeno (BOURGEOIS et al., 2012).

A hipotese da Rainha Vermelha prevé que as populacbes hospedeiras e
parasitarias tendem a coevoluir mantendo sua aptidao relativa. Uma caracteristica
importante desta hipétese é que as pressdes de selecdo mediadas por parasitas
resultam na variabilidade genética da populacdo hospedeira, conferindo resisténcia
ao patogeno (EBERT & HAMILTON, 1996). O estudo de Bourgeois e colaboradores
(2012) forneceu a primeira evidéncia de que abelhas A. mellifera de uma linhagem
russa desenvolveram uma variagdo genética de resisténcia ao parasita N. ceranae.
Aparentemente, as 150 geracdes desta linhagem foram suficientes para que A.
mellifera pudesse responder a selecdo natural e desenvolver a variabilidade
genética de resisténcia ao patégeno. Novos trabalhos, com outras linhagens de

abelhas, sdo necessarios para melhor explicar a maior prevaléncia deste parasita.
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4. METODOLOGIA

4.1 Amostragem

O grupo amostral foi composto por abelhas A. mellifera coletadas em vinte
apiarios de seis municipios produtores de mel no estado da Bahia. Os municipios
delimitados no estado foram Ribeira do Pombal, Brotas de Macaubas, Inhambupe,
Canavieiras, Ibotirama e Teixeira de Freitas (Figura 05). As amostras foram
compostas por cerca de 30 abelhas adultas coletadas no alvado da colmeia e
depositadas em recipientes com alcool a 70%. No total, foram coletadas 154
amostras (Tabela 02). As coletas foram realizadas com o apoio dos técnicos da
Agéncia Estadual de Defesa Agropecuéaria da Bahia (ADAB), sendo uma das

atividades do Programa Nacional de Sanidade Apicola (PNSAp) (Figura 06).

Figura 05: Mapa do estado da Bahia com os seis municipios sinalizados, em vermelho, referentes a

coleta das amostras de abelhas A. mellifera para os testes moleculares. Fonte: Google maps.
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Tabela 02: Municipios avaliados no estado da Bahia, nUmero de apiarios e amostras coletadas.

Municipio N° de apiarios N° de amostras coletadas
Brotas de Macaubas 4 18
Canavieiras 3 18
Ibotirama 4 16
Inhambupe 2 33
Ribeira do Pombal 5 59
Teixeira de Freitas 2 10
Total 20 154

Figura 06: Coleta de amostras de abelhas A. mellifera no municipio de Inhambupe realizada com

apoio da equipe técnica da ADAB na Bahia.
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4.2 Avaliacdo das colmeias

Os vinte apiarios delimitados foram avaliados no periodo de dois anos e meio
(dezembro de 2015 a julho de 2018), com auxilio de fiscais agropecuarios da ADAB.
As colmeias foram avaliadas quanto aos seguintes sintomas e sinais da nosemose:
presenca de fezes depositadas na entrada das colbnias, mudancas no

comportamento alimentar e abelhas mortas pela colmeia (Figura 07).

Figura 07: Monitoramento dos sintomas da nosemose em colmeias do municipio de Inhambupe.

4.3 Anéalise molecular

Os testes moleculares foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular
do Campo Avancado da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizado no Centro
Tecnolégico de Agropecuéria da Bahia (CETAB) em Salvador, Bahia, Brasil.

4.3.1 Testes para extracdo do DNA total

Para a extracdo do DNA total, foram testadas e comparadas duas
metodologias. Os protocolos testados foram o do Manual da World Organisation for
Animal Health - OIE (2013), referente a extracdo do DNA total de Nosema em
abelhas, e o Doyle & Doyle (1987), referente a extracdo de DNA total de plantas,
que foi modificado e adaptado para as amostras de abelhas (Figura 08).

No protocolo descrito pelo Manual da World Organisation for Animal Health -
OIE (2013) a extracao foi realizada a partir de 10-20 abdomens de abelhas adultas,
em duplicata. As amostras foram maceradas em 10 ml de agua destilada, com o

sobrenadante centrifugado a 800 g por 6 minutos e, em seguida, o material obtido foi
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submetido a um processo de germinacdo, induzido por 200 ul de tampao de
germinacao fresco (0.5 M cloreto de sédio, 0.5 M hidrogenocarbonato de sédio, pH
6.0) e incubado a 37°C por 15 minutos. Apés a germinacdo, € proposto que as
demais etapas da extracdo sejam realizadas com o kit de extracdo da Roche
Diagnostic n°® 1796828 ou com procedimentos de extracdo padronizados pelo
laboratorio, no qual foi escolhido o procedimento padrdo do laboratério (extracdo
com CTAB 2%). Foram realizadas modificacbes no volume de agua destilada
empregado na maceracao (5ml) e no tempo de germinacao (30min) para obtencéo
de melhores resultados.

No protocolo descrito por Doyle & Doyle (1987), a extracéo foi realizada a partir
do abddémen de 15 abelhas adultas, em duplicata. As amostras foram maceradas em
nitrogénio liquido, sendo este material submetido a um tampéo de extracdo (CTAB
2%, NaCl 1,2 M, Tris HCI 100 mM, EDTA 30mM, Mercaptoetanol 0,2%, Proteinase K
0,3 mg/ul, ddH20), seguido de incubag¢do em banho-maria a 65°C por 1 hora (vortex
a cada 15 minutos), homogeneizacdo em cloroférmio:alcool isoamilico (24:1),
centrifugacédo por 10 minutos a 10.000 rpm, coleta do sobrenadante, precipitacao
final em alcool isopropilico, centrifugacdo por 15 minutos a 14.000 rpm e
ressuspensdo em tampdo TE (Tris-HCI 1M e EDTA 0,5M) com adicdo de RNAse
(10mg/ml). Foram realizadas modificagdes no processo de maceracdo, na
concentracdo da solucdo de extracdo, no tempo e temperaturas de incubacéo,

processo de limpeza e precipitacdo do DNA e incremento de proteinase K.

Figura 08: Processo de extracédo pelo método Doyle & Doyle (1987) modificado.
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Todas as amostras de DNA obtidas foram quantificadas com auxilio de um
espectrofotometro, modelo L-Quant® da Loccus Biotecnologia, sendo estimada a
contaminacgao por proteinas pela andlise da relacao de acidos nucleicos (A = 260nm)
e proteinas (A = 280 nm).

Foi realizada uma PCR a partir do protocolo descrito por Martin-Hernandez e
colaboradores (2007) para avaliacdo e comparacao entre as técnicas de extracao
avaliadas (Figura 09). Foi observado que o método de extracdo Doyle & Doyle
(1987) gerou um padrdo de bandas mais nitidas do que o Manual OIE (2013). Isso
pode ser confirmado com a observacao das canaletas 23 a 28 da figura 07, onde os
fragmentos positivos para o patdgeno N. ceranae (218pb) do método Doyle & Doyle
(1987) possuem um padrdo de bandas mais fortes. Apds a comparacdo, o método
de Doyle & Doyle (1987) adaptado foi escolhido para realizar os diagndsticos

moleculares do grupo amostral deste estudo.

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

1

A NANANANANDNANANANANAN

AN A N
> - - - - e

Figura 09: Gel de agarose 2% com os produtos de amplificacdo do DNA total utilizando os primers
218MITOC-F e 218MITOC-R para comparagdo entre os métodos de extracdo do Manual da OIE
(2013) e Doyle & Doyle (1987). Canaletas A: Produtos do método OIE; Canaletas N: Produtos do
método Doyle e Doyle. 1: Marcador de peso molecular (100 a 1200 pb); 2: Controle positivo; 3 e 4:
Controles negativos; 5 a 28: Produtos da PCR (positvos com 218 pb).

4.3.2 Testes para Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi o método empregado para o
diagndstico molecular dos patégenos estudados (N. apis e N. ceranae). Foram
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testados dois protocolos, sendo eles a PCR convencional adaptada de Martin-
Hernandez et al. (2007) e a PCR multiplex adaptada de Fries et al. (2013).

A PCR convencional descrita por Martin-Hernandez et al. (2007) foi utilizada
apenas para a deteccdo da espécie N. ceranae. Foram empregados os primers
218MITOC-F e 218MITOC-R, com fragmentos positivos respectivos a 218pb (Figura
10). As concentracdes dos reagentes empregadas no protocolo foram modificadas
(dNTPs 0.2 mM, Tris/KCI 1x, MgCl, 2.0 mM, Taq 1U, primers 0.5 mM e DNA a 5 ng).
No ciclo de reagdo foram realizadas modificagcbes nas temperaturas de
desnaturacao e anelamento (95°C 2 min x1; 95°C 30s, 55°C 30s e 72°C 60s x35;
72°C 5 min x1).
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Figura 10: Gel de agarose 2% com os produtos de amplificagdo do DNA total obtidos de amostras de
abelhas (A. mellifera) utilizando os primers 218MITOC-F e 218MITOC-R. 1: Marcador de peso
molecular (50 a 1000 pb); 2: Controle positivo; 3 e 4: Controles negativos; 5 a 21: Produtos da PCR
(positvos com 218 pb).

No método de PCR multiplex proposto por Fries et al. (2013), foi realizada a
deteccdo conjunta das espécies N. apis e N. ceranae. Foram empregados 0s
primers Mnapis-F, Mnceranae-F e Muniv-R. Sendo o primer Mnapis-F referente ao
parasita N. apis, com fragmento positivo de 224pb e o primer Mnceranae-F referente
ao parasita N. ceranae, com fragmento positivo de 143pb (Figura 11). As
concentracbes dos reagentes empregados foram modificadas (ANTPs 0.2 mM, 1x
Tris/KCl, MgCl, 2.0 mM, Taqg 1U, 0.4 mM de primers-F, 0.5 mM de primer-R e 5 ng
de DNA). O ciclo de reacdo foi semelhante ao descrito, com uma modificacdo na
temperatura de anelamento (95°C 2 min x1; 95°C 30s, 57°C 30s e 72°C 60s x35;
72°C 5 min x1).
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Figura 11: Gel de agarose 2% com os produtos de amplificagdo do DNA total obtidos de amostras de
abelhas (A. mellifera) utilizando os primers Mnceranae-F, Mnapis-F e Muniv-R. 1. Marcador de peso
molecular (100 a 1000 pb); 2: Controle positivo para N. apis e N. ceranae; 3: Controle positivo para N.
ceranae; 4 e 5: Controles negativos; 6 a 21: Produtos da PCR (224 pb N. apis e 143 pb N. ceranae).

Todas as analises foram realizadas em triplicatas, incluindo controles negativo
(amostra ndo infectada) e positivo (amostra infectada). Os produtos de PCR foram
corados com brometo de etidio e submetidos a corrida eletroforética em tampéo TBE
1X em gel de agarose a 2% por 2 horas a 110 volts. A analise dos padrfes de
bandas obtidos foi feita por meio da revelacdo em luz ultravioleta, utilizando o
fotodocumentador modelo LTB 20x20 HE da Loccus Biotecnologia.

O controle positivo de N. ceranae pertence ao banco de DNA do laboratério de
Biologia Molecular do CETAB e o controle positivo de N. apis foi fornecido pelo
Centro de Investigacion Apicolay Agroambiental de Marchamalo, na Espanha. O
protocolo de PCR multiplex adaptado de Fries e colaboradores (2013) foi escolhido

para realizar os diagnésticos moleculares do grupo amostral deste estudo.

4.3.3 Sequenciamento do DNA

Os produtos de PCR de dois isolados utilizando os primers 218MITOC-F e
218MITOC-R foram enviados para sequenciamento na Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) em Salvador, para confirmacéo da espécie identificada.

Os resultados do sequenciamento foram inicialmente submetidos ao programa
Chromas (versdo 2.6) para visualizar as sequéncias obtidas no editor de
cromatogramas. Em seguida, as sequéncias geradas foram inseridas no programa
online Clustal Omega, para realizar o alinhamento das multiplas sequéncias. Por fim,
as sequéncias foram inseridas no banco de dados online BLAST (Basic Local
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Alignment Search Tool) para realizar a analise de cobertura. No programa BLAST,
apos o célculo de significancia estatistica, a amostra sequenciada foi considerada

com 100% de identidade com sequéncias nucleotidicas do gene da subunidade
menor ribossomal de N. ceranae (Figura 12).

Nosema ceranae isolate France clone 2 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence
Nosema ceranae small subunit ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer, and large subunit ribosomal RNA gene, complete sequence
] Nosema ceranae small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

9

microsporidians | 35 leaves

microsporidians | 8 leaves

@ Nosema ceranac isolate PY203 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence
{Nosema ceranae isolate Morocco clone 4 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence
@Nosema ceranae isolate Morocco clone 5 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence
U Nosema ceranae 16S ribosomal RNA (AAJ76_1700061205), rRNA

@8 microsporidians | 12 leaves

0.006 b microsporidians | 8 leaves
I I Q

‘ Nosema ceranae (Sample

Figura 12: Cladograma da amostra sequenciada de N. ceranae gerado pelo programa BLAST.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O artigo intitulado “Asymptomatic presence of Nosema ceranae from apiaries of
Bahia State, Brazil” foi submetido a revista Journal of Invertebrate Pathology para

publicacao.
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Abstract

Nosema is considered one of the most important diseases among bees, caused by
microsporidia fungi of the genus Nosema spp. The disease is cited as one of the factors related
to Colony Collapse Disorder (DCC), characterized by the early death of bee populations.
Nosema disease may be caused by Nosema apis or N. ceranae, the latter being reported as the
most prevalent in the world and in Brazil. However, little is known about occurrence and
distribution in the State of Bahia. The aim of this study was to identify the occurrence and
distribution of parasites N. apis and N. ceranae in Apis mellifera L. bees collected in apiaries
of Bahia, Brazil. Bee samples were collected in 20 apiaries of six bee regions of the State
were analyzed. The hives were followed regarding the symptoms and signs of the disease,
from December 2015 to July 2018, however no apparent symptom was found. The molecular
diagnosis was carried out via polymerase chain reaction (PCR). From 154 samples analyzed,
96 were infected by N. ceranae and N. apis species was not detected. N. ceranae pathogen
was found in samples from all six regions evaluated. This result is consistent with others
already published, in which N. ceranae has been found in high frequency and N. apis is
almost not reported. The samples were sequenced to confirm the species identified and were
considered with 100% identity with the nucleotide sequences of the smaller subunit of
ribosomal gene from N. ceranae. The absence of symptoms regardless the high level of
infection is discussed in this article.
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1. Introduction

Bee populations have suffered a sudden reduction worldwide known as Colony
Collapse Disorder (DCC). Among the factors associated as possible causes of this syndrome,
the fungi Nosema (PAXTON, 2010) is one of them. Nosema is an important disease among
bees, caused by parasites of the genus Nosema, currently classified as Microsporidia fungi
(ADL et al., 2005). They are obligatory intracellular parasites that grow in the intestinal
mucosa cells of the host, transmitted horizontally through fecal-oral way (GISDER et al.,
2011). Among other symptoms, it includes digestive disorders, changes in feeding behavior
and early death of bees (RITTER, 2001).

The disease has only two species involved in the ethiopathogeny, Nosema apis, that was
initially identified in Apis mellifera (ZANDER, 1909), and Nosema ceranae, from the Asian
bee Apis cerana (FRIES et al., 1996). However, both species are found parasitizing A.
mellifera, individually or as co-infections (FRIES, 2006).

Nosema disease has worldwide distribution, but its occurrence is still poorly known in
Brazil (PIRES et al., 2016). Although the first record of the pathogen in the country was in
2007 (KLEE et al., 2007), recently molecular analyses were performed from bee samples
collected in 1979 that indicate the presence of the microsporidian for at least three decades
(TEIXEIRA et al., 2013). The published works about the occurrence of Nosema in Brazil
suggests that the disease is widespread in the country (KLEE et al., 2007; TEIXEIRA et al.,
2013; SANTOS et al., 2014; KRUGER, 2015; LIMA et al., 2015; GUIMARAES-CESTARO
etal., 2016; NASCIMENTO, 2016).

The Brazilian Northeast, due to climatic and floristic characteristics, has great
competitiveness in the beekeeping market (VIDAL, 2017). The State of Bahia occupies the
first position in the production of honey in the Northeast region and sixth national placement,
with 3,590 tons produced last year (IBGE, 2017). Despite the intense beekeeping activity,
there is little information about the sanity of local bees.

The study of Teixeira et al. (2013), investigated the occurrence and distribution of
Nosema in samples coming from 10 Brazilian States, including Bahia, and detected the

presence of N. ceranae. There are no other published works about Nosema in the State.
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In view of the large size of Bahia State, intense beekeeping activity and shortage of jobs, there
is a high demand for information about Nosema disease. The objective of this study was to
evaluate the occurrence and distribution of N. ceranae and N. apis in apiaries from different
regions of Bahia State.

2. Material and methods

2.1 Sampling

The sample group was composed of A. mellifera bees collected in twenty apiaries from
six producers counties in the State of Bahia: Ribeira do Pombal, Brotas Macalbas Inhambupe,
Canavieiras, Ibotirama and Teixeira de Freitas. The samples were composed by adult bees
collected in the hive entrance and deposited in flasks with 70% alcohol. In total, 154 samples
were collected, and each one was composed of about 30 bees. The collections were made with
the support of the technicians from the State Agency of Agriculture Defense of Bahia
(ADAB), being one of the activities of the National Apiculture Health Program (PNSAp).

2.2 Evaluation of hives

The twenty apiaries were evaluated in the delimited period of two and a half years
(December 2015 to July 2018), with the help of agricultural supervisors from ADAB. The
hives were evaluated regarding symptoms and signs of Nosema, and the factors observed
were the presence of feces deposited at the entrance of the colonies, changes in feeding

behavior and dead bees by the hive.

2.3 Molecular analyses

The molecular tests were performed in the Laboratory of Molecular Biology of the
Advanced Field of EMBRAPA Cassava and Fruit culture, located in the Agricultural
Technology Center of Bahia (CETAB) in Salvador, Bahia, Brazil.

2.3.1 DNA extraction

For DNA extraction of bees, the Protocol described by Doyle & Doyle (1987) was
employed, which refers to total DNA extraction of plants, modified and adapted for bee
samples. The extraction was performed from the abdomen of 15 adult bees, in duplicate. The
samples were macerated in liquid nitrogen and subjected to an extraction buffer (CTAB 2%,
NaCl 1,2 M, Tris HCI 100 mM, EDTA 30mM, Mercaptoetanol 0,2%, Proteinase K 0,3 mg/pul,
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ddH20), followed by incubation in water bath at 65° C for 1 hour (vortexed every 15
minutes), homogenization in chloroform: isoamyl alcohol (24:1), centrifugation for 10
minutes at 10,000 rpm, supernatant collection, final precipitation in isopropyl alcohol,
centrifugation for 15 minutes at 14,000 rpm and resuspension in TE buffer (1 M Tris-HCI and
EDTA 0, 5M) with addition of RNAse (10 mg/ml). Modifications were carried out in the
process of maceration, concentration of the extraction solution, time and temperature of
incubation, cleaning process, DNA precipitation and proteinase K increment.

All DNA samples obtained were quantified with a spectrophotometer, model L-Quant®
of Loccus Biotechnology, with estimated protein contamination by analysis of the relation

between nucleic acid (A = 260nm) and proteins (A = 280 nm) absorbance.

2.3.2 Amplification of DNA

The polymerase chain reaction (PCR) was the method employed for the molecular
diagnosis of pathogens evaluated (N. apis and N. ceranae). Two protocols were tested with
the conventional PCR adapted of Martin-Hernandez et al. (2007) and multiplex PCR adapted
of Fries et al. (2013). The conventional PCR described by Martin-Hernandez et al. (2007) has
been tested only for the detection of the species N. ceranae. The primers 218MITOC and
218MITOC-R, were used, with their positive fragments of 218pb. The concentrations of the
reagents employed in the Protocol were modified (0.2 mM dNTPs, MgCI2 Tris/1 x, 2.0 mM
KCI, 1U Taqg, 0.5 mM primers and 5 ng DNA). In the cycle of reaction modifications to the
denaturation and annealing temperature were carried out (95° C 2 min x 1; 95° C 30s, 55° C
72° C 30s and 60s x 35; 72° C 5 min x 1).

In multiplex PCR method proposed by Fries et al. (2013), the joint detection of the
species N. apis and N. ceranae was performed. The primers Mnapis-F, Mnceranae-F and
Muniv-R were used, being the Mnapis primer-F for N. apis, with 224pb positive fragment and
the primer Mnceranae-F, referring for N. ceranae parasite, with 143pb positive fragment. The
concentrations of the reagents employed were modified (0.2 mM dNTPs, 1 x Tris/KClI, 2.0
mM MgCI2, 1U Taq, 0.4 mM to 0.5 mM, primers of primer-R and 5 ng of DNA). The cycle
of reaction was similar to that described, with a modification in the annealing temperature
(95° C 2 min x 1; 95° C 30s, 57° C 72° C 30s and 60s x 35; 72° C 5 min x 1).

All samples were carried out in triplicates, including negative (not infected) and positive
(infected) controls. PCR products were stained with ethidium bromide and subjected to
electrophoresis in 1X TBE buffer and 2% agarose gel for 2 hours at 110 volts. The analysis of
band patterns was performed in UV light, using the photodocumentador LTB 20x20 HE from
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Mehmedovic Biotechnology and a molecular weight marker 50 to 1000 pb of Thermo Fisher
Scientific.

The positive control of N. ceranae belongs to the DNA database of the Molecular
Biology Laboratory of the CETAB and the positive control of N. apis provided by Centro de
Investigacion Agro-environmental Apicolay of Marchamalo, in Spain. The multiplex PCR
Protocol adapted from Fries and collaborators (2013) was chosen to perform molecular

diagnostics from samples of this study group.

2.3.3 DNA sequencing

The PCR products of two isolates using the primers 218MITOC-F and 218MITOC-R
were sent for sequencing at the Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ) in Salvador, for
confirmation of the species identified.

The sequencing results were initially submitted to Chromas program (version 2.6) to
view the sequences obtained in the chromatograms. Then the generated sequences have been
inserted in the online program Clustal Omega to perform the alignment of multiple sequences.
Finally, the sequences were inserted into the BLAST database online (Basic Local Alignment
Search Tool) to perform the analysis of coverage. In the BLAST program, after the
calculation of statistical significance, the sequenced sample was considered to have 100%

identity with nucleotide sequences of the smaller subunit ribosomal gene of N. ceranae.

3. Results and discussion

The beehives evaluated did not show the presence of feces deposited at the entrance of
the colonies, changes in feeding behavior and dead bees by the hive, signs and symptoms
described as characteristic of the Nosema (FRIES et al. 1996; HIGES et al. 2007; HUANG &
SOLTER, 2013).

154 samples were analyzed from six counties delimited by multiplex PCR, 96 of which
were infected by N. ceranae (Figure 1), with a total of 62.3%. No sample was infected by N.
apis. The counties with higher and lower occurrence of N. ceranae were, respectively,
Inhambupe (100%) and Teixeira de Freitas (20%). The pathogen N. ceranae was found in

samples coming from all regions evaluated (Figure 2).
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Figure 1. Agarose gel (2%) with amplification products of total DNA obtained from bees samples (A. mellifera)

using the primers: Mnceranae-F, Mnapis-F and Muniv-R. 1: Molecular weight marker (100 to 1000 pb); 2:

Positive control for N. apis and N. ceranae; 3: Positive control for N. ceranae; 4 and 5: Negative controls; 6 to

21: PCR products (224 pb N. apis and 143 pb N. ceranae).
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Figure 2. Distribution of N. ceranae in apiaries from Bahia State (n = 154).
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The absence of symptoms and signs of infection observed in the beehives evaluated,

even with the confirmed presence of N. ceranae parasite via molecular diagnosis, has also

been reported in other studies, which suggest that this parasite may be present in the bees for

prolonged periods without causing symptoms at individual or colony level (INVERNIZZI et
al., 2009; PAXTON, 2010; FERNANDEZ et al., 2012). Microsporidia infections are

considered common in bees, however, only under adverse conditions, such as coexistence
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with other pathogens (such as dust mites, bacteria and viruses), residues of pesticides and
deficiencies in management (such as shortage of nutritional resources and lack of shading in
the colonies), is that the parasite-host relationship usually results in outbreak of disease and
damage to the colony (PUERTA et al., 2001; FRIES, 2010).

Another aspect to be considered in the absence of symptoms and signs in infected hives
are the processes of co-evolution between pathogen and host, resulting in reciprocal
adaptations allowing pathogens manage to exploit to the fullest the capabilities available and
minimize the costs of infection, such as nutritional and energetic stress to the host (SCHMID-
HEMPEL, 2008). Energy stress of Nosema infected bees has been evaluated in several
studies, and noted that many of them remain as healthy bees, asymptomatic, without harming
the efficiency and productivity of the colony (SHORT et al., 2016). A greater tolerance of the
host to the parasite, due to lower cost nutritional energy becomes a viable evolutionary
strategy for parasitic species.

In addition, in Brazil most of the bees are Africanized, result of mates between
European (A. mellifera mellifera) and African (A. mellifera scutellata) species, which took
place about 50 years ago (JONG, 1996). It is believed that the species of bees differ in
responses to pathogens, including greater resistance. In the case of the Africanized bees,
studies indicate that they have a higher resistance to pathogens when compared to European
bee (CALDERON et al. 2010; MOATAZ & PALACIO, 2010), including for Nosema
(MENDOZA et al.,, 2013). Mendoza et al. (2013) compared populations of African and
European bees and verified that Africanized bees showed a lower rate of infection by N.

ceranae, as well as increased population and rate of honey production.

The fact that N. ceranae have been detected in samples coming from all regions
evaluated in this study reinforces the information found in the literature about the wide
distribution of this pathogen. Nosema disease was first reported in 1909 (ZANDER, 1909),
with the species N. apis. infecting A. mellifera bees in Europe. In 1996 it was discovered a
new species, N. ceranae, infecting the bee A. ceranae in Asia (FRIES et al., 1996). Currently,
it is known that both species are found parasitizing A. mellifera, individually or as co-
infections (FRIES, 2006). In addition, the parasites have been found in other species of bees,
as those of the genus Bombus (PLISCHUCK et al., 2009) and Melipona (PORRINI et al.,
2017). The disease is reported worldwide and has records on all continents, North America
(EMSEN et al., 2016), South America (KLEE et al., 2007), Europe (HIGES et al., 2006),
Africa (HIGES et al., 2009), Asia (CHEN et al., 2009) and Oceania (FRAZER et al. , 2016).
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In South America, it is estimated that N. apis is present for at least 90 years (MAGGI et
al., 2016) and N. ceranae parasite had the first report in 1979 (TEIXEIRA et al., 2013). On
the mainland, the microsporidian has already been detected in Brazil (KLEE et al., 2007),
Argentina (MANNAN et al., 2012), Chile (MARTINEZ et al., 2012), Uruguay (INVERNIZZI
et al., 2009), Venezuela (PORRINI et al., 2017), Colombia (GAMBOA et al., 2015) and
Ecuador (ESPINOSA, 2015).

Although the first record of Nosema in Brazil was only in 2007 (KLEE et al., 2007),
recently molecular analyses were performed in bee samples collected in 1979 that indicate the
presence of the microsporidian for at least three decades ( TEIXEIRA et al., 2013).

Researches in the States of Sdo Paulo (KLEE et al., 2007; SANTOS et al., 2014;
GUIMARAES-CESTARO et al., 2016), Parand (KRUGER, 2015), Mato Grosso (BIRTH,
2016), Rio Grande do Sul (BIZZOTO et al., 2018), Rio Grande do Norte (LIMA et al., 2015),
Paraiba (OLYNTHUS, 2014), Piaui (born & MELQUIADES, 2017) and also in a set of 10
States (Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana, Rio de Janeiro, Maranhdo, Ceara, Mato Grosso do
Sul, Bahia, Minas Gerais and Goiés) (TEIXEIRA et al., 2013) recorded the presence of the
microsporidian in the country.

The results of molecular analyses showed the prevalence of N. ceranae in this study,
which is congruent with reports in other countries (MARTIN-HERNANDEZ et al., 2007;
CHEN et al.,, 2009; GAJGER et al., 2010; EMSEN et al., 2016), as well as in Brazil
(TEIXEIRA et al., 2013; SANTOS et al., 2014; BIRTH, 2016).

High levels of N. ceranae are reported worldwide. Emsen and collaborators (2016)
evaluated apiaries in Canada and have detected a range of prevalence of 41-91% for N.
ceranae and only 4-34% to N. apis. In the study of Gajger et al. (2010) in Croatia, 21 districts
were evaluated about the presence of Nosema, and N. ceranae was present in all the regions
assessed with high rates, while N. apis has not been reported. Chen et al. (2009) evaluated
bees samples coming from Japan, China and Taiwan and have detected N. ceranae in 71%
while N. apis was present in 31%. In South America, Martinez et al. (2012) evaluated the
occurrence and distribution of Nosema in apiaries of Chile, with 49% of the samples
examined positive for N. ceranae while N. apis was not detected. Invernizzi et al. (2009)
evaluated samples of bees coming from different regions of Uruguay and just the species N.
ceranae was detected. In Argentina, Medici and collaborators (2012) evaluated samples of
bees coming from 38 municipalities in the country, with N. ceranae present in all spores

analyzed and only 2.6% related to N. apis.
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In Brazil, the study of Santos et al. (2014) evaluated the presence of Nosema spp. in
hives of Vale do Paraiba, in the State of Sdo Paulo. 1,668 samples were analyzed, with 85.2%
infected with N. ceranae. Also in the State of S&o Paulo, in the region of Vale do Ribeira, the
pathogens V. destructor, Nosema spp and P. larvae were evaluated via molecular diagnosis
(GUIMARAES-CESTARO et al., 2016) and N. ceranae parasite was found in 80% of the
samples studied. Kruger (2015) evaluated apiaries in Parana and has detected that all spores
identified were from N. ceranae, only 8.6% being cases of co-infection with N. apis. In Mato
Grosso, N. ceranae was detected in 96% of 100 samples evaluated and N. apis not detected at
all (BIRTH, 2016). Lima et al. (2015) evaluated the presence of Nosema spp. in samples of
bees and pollen from the State of Rio Grande do Norte, in this study the parasite Nosema
ceranae was found in 60% of the bees and 43% of pollen samples. The study carried out by
Teixeira et al. (2013) demonstrated high percentage of N. ceranae in all Brazil, 637 samples
were analysed, between 2009 and 2012, from 47 counties in 10 Brazilian States (Sdo Paulo,
Santa Catarina, Parana, Rio de Janeiro, Maranh&o, Ceara, Mato Grosso do Sul, Bahia, Minas
Gerais and Goias) and 79.9% showed to be infected, from which 98.82% were by N. ceranae.

The prevalence of N. ceranae in relation to N. apis in different countries has been
discussed within the perspective of a higher rate of virulence and evolutionary factors
(NATSOPOULOU et al., 2016). Since the parasite N. apis has a history of earliest co-
evolution with its host that N. ceranae (GOMEZ-MORACHO et al., 2015), researchers seek
to understand the reasons behind this higher prevalence (MARTIN-HERNANDEZ et al.,
2012).

Different studies have been conducted investigating comparatively the rate of virulence
of N. apis and N. ceranae and, among the factors used as parameters for evaluation, it
includes the costs of adaptation to the host, mortality rate, nutritional stress, immune
suppression and involvement in the loss of colonies (MAYACK & NAUG, 2009; MARTIN-
HERNANDEZ et al.., 2012; DUSSAUBAT et al., 2012; BOTIAS et al., 2013). Experiments
have shown conflicting results regarding the virulence rate of the parasite, with greater
virulence results registered for N. ceranae (PAXTON et al., 2007; MARTIN-HERNANDEZ
et al., 2012), as well as similar rates for both species (MARULE et al., 2015;
NATSOPOULOQU et al., 2016). These differences can be attributed to protocols employed
(MARULE et al., 2013), but further studies are still needed for a better understanding.

It is believed that the parasite N. ceranae isolated today worldwide, differ from the
initially isolated in China in 1994, with a possible increase in virulence rate (PAXTON et al.,

2007). Comparative studies of virulence may help explain why the parasite N. ceranae
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became dominant in relation to N. apis in various regions of the world, and if the variation in
virulence rate can be considered a reflection of geographical co-adaptation between the host
and the microsporidian (NATSOPOULOQU et al., 2016).

The prevalence of N. ceranae can be attributed also to intrinsic factors in the process of
co-evolution with the host, being a result of possible adaptations to exploit to the maximum
the available resources and minimize the costs of infection, such as the nutritional and
energetic stress (SCHMID-HEMPEL, 2008). Considering that the relationship between
parasites and hosts is inherently dynamic, the host, in the other hand, can co-evolve,
generating new resistance genes to the pathogen (BOURGEOIS et al., 2012).

The Red Queen hypothesis predicts that host populations and parasitic diseases tend to
co-evolve keeping its relative fitness. An important feature of this hypothesis is that the
parasite-mediated selection induces genetic variability of the host population, conferring
resistance to the pathogen (EBERT & HAMILTON, 1996). The study of Bourgeois and
collaborators (2012) provided the first evidence that A. mellifera bees from a Russian lineage
have developed a genetic variation of resistance to N. ceranae parasite. Apparently, 150
generations of this lineage were enough for A. mellifera to answer to natural selection and
develop genetic variability for acquiring resistance to the pathogen. New works, with other
strains of bees are needed to better explain the higher prevalence of this parasite.

The northeast region of Brazil has a predominance of semi-arid climate, which contains
some peculiarities, such as water shortage and high temperatures throughout the year, without
the appropriate shading of hives (VIDAL, 2017). 2013; OLINTO, 2014; LIMA et al., 2015;
NASCIMENTO & MELQUIADES, 2017. Bahia is one of the largest States in the country
and occupies the first position in the production of honey in the Northeast region (IBGE,
2017), however, despite the intense beekeeping activity, it has little information about the
sanity of local bees, and especially about the Nosema disease.

The results obtained in this study indicate that the microsporidian N. ceranae is well
diffused in the apiaries of Bahia State and N. apis is absent, this data confirms other studies
conducted in Brazil, in which the pathogen N. ceranae has been detected at high indexes and
N. apis is poorly reported (KLEE et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2013; SANTOS et al., 2014;
KRUGER, 2015; LIMA et al., 2015; GUIMARAES-CESTARO et al., 2016; BIRTH, 2016).
However, the evaluation of signs and symptoms of hives showed a standard symptom-free
pattern of the disease in the State of Bahia.

Since the development of Nosema disease symptoms can be related to CCD, these

results reveal the risk that it represents for beekeeping in Bahia, considering the current



52

scenario of increasing environmental imbalance, which can act synergistically and boost the
appearance of symptoms.

Changes as temperatures rise due to global warming, unavailability of natural resources
due to prolonged droughts, appearance of other pathogens, parasites and exogenous predators,
beyond the most aggravating problem which is the abusive use of pesticides, can lead to an
epidemic of the disease in our terms (PAXTON, 2010; PIRES et al., 2016), having the death
of bee populations as a final consequence. On the other hand, there are still little apiculture
health information in Brazil due to the lack of research and monitoring officers in the States,
in addition to resources for implementation of routines in qualified laboratories. In view of
this scenario, this work reveals itself as an important contribution to the knowledge of the
Brazilian bee health, which can contribute to future development of a strategy for
management of the disease.
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6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Conclusdes

o O microsporidio N. ceranae foi detectado em 96 das 154 amostras avaliadas,
totalizando 62,3% e N. apis ndo foi detectado.

o Os municipios com maior e menor ocorréncia de N. ceranae foram,
respectivamente, Inhambupe (100%) e Teixeira de Freitas (20%).

o O patégeno N. ceranae foi encontrado em amostras advindas de todas as seis
regibes avaliadas.

o A avaliacdo dos sintomas e sinais das colmeias revelou que as mesmas
apresentam um padrao assintomatico da doenca no estado da Bahia.

o Foram estabelecidas e otimizadas metodologias para o diagndstico molecular

da nosemose em abelhas A. Mellifera no estado da Bahia.

Considerac0es finais

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o microsporidio N. ceranae
estd bem difundido nos apiarios do estado da Bahia e N. apis ausente, dados que
confirmam outros estudos ja realizados no Brasil e no mundo. Apesar de ter sido
registrado um padréo assintomatico da doenca, € necessaria atencao para possiveis
cenarios futuros, onde fatores sinérgicos (como a elevacao das temperaturas devido
ao aguecimento global, a indisponibilidade de recursos naturais devido as secas
prolongadas, o aparecimento de outros patdgenos, parasitas e predadores
exdgenos, além do problema mais agravante, que é o uso abusivo de agrotoxicos)
podem contribuir para o0 aparecimento de sintomas da nosemose e
consequentemente possiveis ligacbes com a CCD, podendo levar a uma epidemia
da doenca em nossas condigdes.

Dada a importancia das abelhas para a economia nacional e conservacéo da
biodiversidade, o trabalho revela-se como uma contribuicdo importante para o
conhecimento da sanidade apicola brasileira, que pode contribuir para elaboracéo

futura de uma estratégia de manejo de doencas.
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