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RESUMO

PINTO, Fabio de Assis. M. Sc., Universidade Federal de Vicgosa, julho de 2012.
Varroa destructor Anderson & Truemann, 2000: Perfil genético, taxas de
infestacdo e reproducdo em abelhas Apis mellifera L. (africanizadas) no Brasil.
Orientador: Dejair Message. Coorientadores: Erica Weinstein Teixeira, Marta
Fonseca Martins e Weyder Cristiano Santana.

O acaro Varroa destructor (Mesostigmata — Varroidae) (Anderson & Truemann,
2000) € um dos maiores problemas na apicultura mundial. Além de ser o vetor de
virus que tém sido frequentemente relacionados a sindrome do desaparecimento das
abelhas (CCD), causa mortalidade de col6nias em niveis elevados de infestacdo. Seus
danos dependem de uma série de fatores biodticos e abidticos e, acredita-se que,
variacdes genotipicas (haplotipo) sdo uma das principais causas. No Brasil, o acaro
aparentemente ndo causa grandes danos as colénias, mantendo-se em niveis baixos
de infestacdo, contudo, com a entrada do hapl6tipo K no pais, especula-se um
possivel aumento na taxa reprodutiva do acaro, a exemplo do que vem sendo relatado
em outros paises. Nesse contexto, realizamos identificacdes do perfil genético de
Varroa destructor em 58 municipios brasileiros, distribuidos em 14 estados
juntamente com avaliagfes nas taxas de infestagdo e potencial reprodutivo do
parasita em Apis mellifera L. africanizada (Hymenoptera — Apidae). O haplétipo J,
gendtipo considerado menos problematico, foi encontrado somente em quatro
localidades, muito embora o H. K também tenha sido identificado nestes municipios,
exceto na llha de Fernando de Noronha-PE, onde apenas o H. J foi identificado. Os
niveis de infestacdo do total de amostras analisadas variaram de 0,33+0,55% a
15,3£9,2%, enquanto que o potencial reprodutivo variou de 0 a 1,5+0,2. Observamos
diferengas significativas (P < 0,001) na dindmica de infestacdo do &caro nos
diferentes municipios avaliados, embora os niveis encontrados tenham sido
consideravelmente baixos quando comparados aos encontrados em outros paises.
Tais varia¢Oes ndo puderam ser atribuidas ao padréo de haplétipos (K ou J), uma vez
que ndo foi constatada diferenca entre 0s mesmos para o parametro avaliado.
Aparentemente, fatores ndo envolvendo diferencas no genétipo mitocondrial, como
variacdes climaticas entre regides, manejo e selecdo para comportamento higiénico

possuem maior relacdo as variagdes na dindmica de infestacdo do acaro no Brasil.
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ABSTRACT

PINTO, Fabio de Assis. M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2012. Varroa
destructor Anderson & Truemann, 2000 in africanized honey bees (Apis
mellifera L.): Genetic profile, infestation rates and reproduction in Brazil.
Adviser: Dejair Message. Co-Advisers: Erica Weinstein Teixeira, Marta Fonseca
Martins and Weyder Cristiano Santana.

The mite Varroa destructor (Mesostigmata — Varroidae) (Anderson & Truemann,
2000) is a major problem in the apiculture. Besides being the vector of viruses
related to Colony Collapse Disorder (CCD), causes mortality of colonies at high
levels of infestation. Its damage depends upon a number of biotic and abiotic factors,
in which the variation in the pattern of haplotypes is believed to be a key. In Brazil,
the mite does not appear to cause major damage to the colonies, remained at low
levels of infestation, however with the entry of haplotype K in the country, in
example of other countries, we speculate a possible increase in reproductive rate of
the mite. In this context, we analyzed the genetic profile in 58 municipalities, divided
into 14 states along with evaluations of infestation rates and reproductive potential of
the parasite in Africanized honeybee (Hymenoptera — Apidae). The Haplotype J,
considered less problematic mitochondrial genotype was found only in four
localities, yet the K haplotype was also identified in these counties, except the island
of Fernando de Noronha, Pernambuco. Infestation levels ranged from 0.33 £+ 0.55%
to 15.3 + 9.2%, while the reproductive potential ranged from 0 to 1.5 + 0.2. There
were significant differences (P < 0,001) in the dynamics of mite infestation in the
different municipalities assessed, although the levels found are considerably low
compared to most other countries that use chemical treatment, and such variations
could not be attributed to the pattern of haplotypes. Apparently factors not involving
differences in mitochondrial genotype as climatic variations between regions,
management and selection for hygienic behavior are related to variations in the

dynamics of mite infestation in Brazil.
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1. INTRODUCAO

1.1. Apicultura no Brasil

A apicultura destaca-se por ser uma atividade causadora de baixos impactos
ambientais e contribuinte para polinizacdo de cultivares e plantas nativas. No Brasil,
a apicultura é uma atividade rentavel e em franco crescimento devido a fatores como
o clima favoravel a pratica, o uso da abelha Apis mellifera L. africanizada
(Hymenoptera — Apidae) e aumento da exportacao de mel e outros produtos apicolas
(Perosa et al. 2004). Em um estudo para avaliar os parametros de competitividade do
mel brasileiro, Perosa et al. (2004) verificaram um aumento de 66% na producéo de
mel no Brasil entre 1990 a 2002. Com o incentivo de O6rgdos voltados para
comercializacdo de produtos, no ano de 2011, 22.398.577 kg de mel foram
exportados arrecadando o valor de U$ 70.868.550, com aumento de 22,32%
comparado a 2010 (SEBRAE, 2011).

Considerando-se a importancia de tais insetos como polinizadores e ainda o
potencial de mercado e crescimento acelerado de producéo e exportacdo de produtos
apicolas brasileiros, torna-se necessario o investimento em pesquisas voltadas ao
desenvolvimento de técnicas que priorizem a producdo. Assim, pesquisas na area de
sanidade apicola s@o importantes e necessarias, tanto no que se refere a entender os
mecanismos envolvidos nas relagdes patdgeno-inseto, como em relacdo a qualidade

do produto apicola e os possiveis riscos a satde do consumidor.



1.2. Patologia apicola

No Brasil, poucos sdo os registros de epizootias causando mortalidade de
col6nias de A. mellifera em larga escala. Um fator que contribui para esta condicdo é
a africanizacdo das abelhas utilizadas na pratica da apicultura no pais.
Aparentemente essas abelhas possuem uma maior toleréncia a parasitas como o acaro
Varroa destructor Anderson e Truemann, 2000 (De Jong, 1996; Rosenkranz, 1999;
Rosenkranz et al., 2010). No entanto, devido as deficiéncias na fiscalizacdo de
produtos apicolas importados e utilizacdo de agrotdxicos, ha um risco constante na
manutencdo da condicdo sanitaria privilegiada das abelhas no Brasil. O manejo
inadequado, juntamente com a entrada de patdgenos exdéticos e uso desnecessario de
quimioterapicos nas coldnias podem afetar drasticamente o promissor mercado da
apicultura brasileira.

Vérios organismos podem parasitar abelhas na fase imatura ou adulta
podendo levar a coldnia ao colapso, dependendo de seu grau de viruléncia (Bailey e
Ball 1991; Ellis e Munn 2005). Atualmente registros de perdas de colbnias no
Hemisfério Norte trouxeram grandes preocupacdes para a comunidade cientifica pela
importancia da atividade polinizadora desenvolvida pelas abelhas (Neumann e
Carreck 2010). Esse fendbmeno denominado CCD (Colony Collapse Disorder) foi
identificado inicialmente nos Estados Unidos em 2006 com registros de 23% de
apiarios afetados com perdas, em média, de 45% das colonias (Cox-Foster et al.
2007). A causa da CCD ainda ndo é totalmente clara, especulava-se que interacdes
entre patdégenos como o virus IAPV e Microsporideos (Nosema ceranae, Fries et al.

1996) tinham relagdes com a sindrome (Cox-Foxter et al. 2007). No entanto,



Bromenshenk et al. (2010) observaram colénias com 0s mesmos sintomas e sem a
presenca de IAPV, sugerindo carater multifatorial da CCD e acdo conjunta e
oportunista do acaro V. destructor e dos patdgenos descritos acima favorecendo a
mortalidade das col6nias nos EUA.

Ap0s os registros de grandes perdas de colonias nos EUA, mortalidades de
col6nias com sintomas semelhantes foram relatados em diferentes paises, inclusive o
Brasil. Teixeira et al. (2008a) observaram declinios na populacdo de abelhas na
regido sudeste do pais e ao analisarem abelhas vindas da regido identificaram a
presenca de 3 virus de abelhas com prevaléncia de até 37% nas amostras. Em outro
trabalho Teixeira et al. (2008b) ao realizarem a primeira analise metagendémica em
abelhas no Brasil, além dos virus encontrados no trabalho anterior, identificaram a
presenca do virus IAPV em 26% das amostras.

Além da acdo de patdgenos, a aplicacdo de substancias quimicas para o
combate de doencas pode ser outro grande problema devido a possibilidade de
selecionar populacGes de patdgenos resistentes além de contaminar os produtos
apicolas e causar possiveis riscos a saude humana (Lodesani et al. 2008). Diante
desse fato existe uma forte tendéncia mundial para o investimento em melhoramento
genético visando obtencdo de colbnias resistentes em detrimento do uso de controles
quimicos para produzir produtos mais seguros para o consumidor (Rosenkranz et al.

2010; Pinto et al. 2011a)

1.3. Varroa destructor

O acaro V. destructor € um dos parasitas de insetos mais estudado no mundo.

Anteriormente conhecido como Varroa jacobsoni Oudemans, era encontrado



parasitando abelha oriental, Apis cerana F. (Hymenoptera — Apidae) em baixos
niveis de infestacdo, contudo, entrou em contato com Apis mellifera L. e se espalhou
rapidamente pelos demais continentes (Bailey e Ball 1991; Anderson e Truemann
2000; Rosenkranz et al. 2010). Devido a variagdes no comportamento, morfologia e
dindmica de infestacdo, Anderson e Truemann (2000) realizaram analises
morfologicas e genéticas em &caros de diversos paises identificando 18 gendtipos
mitocondriais do acaro e separando-os em duas espécies distintas: V. jacobsoni e V.
destructor, sendo que somente dois haplo6tipos da ultima espécie, conhecidos como
Coreano-Russo ou K e Japonés-Tailandés ou J, sdo encontrados em A. mellifera.
Segundo os autores, o haplétipo K possui potencial reprodutivo maior em relacao ao
J, e geralmente € predominante em regifes onde o &caro causa grandes danos,
contudo sdo necessarios trabalhos mais detalhados avaliando o efeito do perfil
genético do &caro em relacdo ao seu potencial reprodutivo e dano as coldnias.

A fémea de V. destructor entra em uma célula de cria e apds a operculacdo
realiza a postura dos ovos. Tanto a fémea como sua prole alimenta-se da hemolinfa
do hospedeiro. Ao atingir a maturacdo sexual, as fémeas jovens sdo fecundadas pelo
macho consanguineo ou um macho filho de outra fémea que tenha invadido a mesma
célula de cria. Posteriormente, as fémeas ja adultas, saem da célula de cria
juntamente com a abelha hospedeira (Bailey e Ball 1991; Calderdn et al. 2010;
Rosenkranz et al. 2010). Ao alimentar-se, o acaro interfere no desenvolvimento e
expectativa de vida da abelha, além de atuar como vetor de varios virus como DWYV,
IAPV e APV (Bailey e Ball, 1991; Chen e Siede, 2007; Boecking e Genersch, 2008;
Rosenkranz et al. 2010).

Devido ao seu sucesso reprodutivo em colbnias com baixa tolerancia e

interacdo com virus, o Varroa causa grandes problemas para a apicultura mundial



forcando a utilizacdo de acaricidas para seu controle em determinadas regides
(Rosenkranz et al. 2010). No entanto, em algumas regiées como exemplo o Brasil,
mesmo com a presenca do acaro, suas taxas de infestacdo mantém-se baixas, ndo
causando grandes danos as colbnias e nao sendo necessario o uso de acaricidas para
o controle (De Jong e Gongalves, 1998; Martin e Medina, 2004; Pinto et al. 2011a).
Acredita-se que o acaro foi introduzido no Brasil no inicio dos anos 70 por
apicultores japoneses que trouxeram col6nias de abelhas do Japdo para o Paraguai e
posteriormente para o Brasil; e no inicio dos anos 80, observaram-se as primeiras
colbnias infestadas na regido de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo (De Jong e Gongalves,
1981). Apoés elevada infestacdo inicial, em poucos anos as taxas de infestacdo
diminuiram para uma média de 3%, valor considerado baixo (De Jong e Goncalves,
1998). As Abelhas africanizadas utilizadas amplamente na apicultura brasileira,
possuem varias caracteristicas que podem ter favorecido para a tolerancia ao acaro,
como seu comportamento ativo frente as condicdes climaticas do Brasil (Moretto et
al. 1991), tamanho da célula de cria (Message e Gongalves, 1995) e alta taxa de
comportamento higiénico (Peng et al., 1987; Spivak, 1996; Harbo e Harris, 2009).
Como dito anteriormente, variagdes genéticas dentro da espécie do &caro
pode ser outro fator que favoreceu aos baixos niveis de infestacdo. Acredita-se que o
haplotipo J do acaro foi o primeiro a entrar em contato com as abelhas africanizadas
no Brasil. Contudo, Garrido et al. (2003) verificaram um aumento na taxa
reprodutiva do acaro e a predominancia do haplotipo K no estado de Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e So Paulo. Recentemente Strapazzon et al. (2009), encontraram
total prevaléncia do haplotipo K em apiarios de Santa Cataria, e o haplotipo J em
100% das amostras oriundas do arquipélago de Fernando de Noronha. A prevaléncia

do hapldtipo J na referida regido foi motivada, possivelmente, pelo isolamento



geografico. Contudo ndo ha levantamentos que abrangem varias regides do pais para
averiguar o atual perfil na distribuicdo de haplotipos e taxas de infestacdo do acaro

em abelhas A. mellifera africanizada.

1.4. Objetivos

Nesse contexto, tivemos como objetivo neste trabalho:

- Verificar a ocorréncia dos haplotipos K e J de V. destructor em apiarios de
diferentes regides do pais;

- Verificar a possibilidade da presenca de outras espécies de &caros
ectoparasitas em apiarios de diferentes regides do pais;

- Comparar e determinar as diferencas da dindmica de infestacdo do acaro V.
destructor em tais apiarios, avaliando o potencial reprodutivo e niveis de infestacéo

atuais dos haplétipos presentes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo das amostras

As amostras utilizadas neste trabalho, excetuando-se aquelas oriundas da
Argentina e de Fernando de Noronha, foram analisadas junto ao Laboratdrio de
Sanidade Apicola do Polo Regional do Vale do Paraiba/APTA/SAA-SP, local onde
foram devidamente armazenadas e avaliadas nos seguimentos de dinamica de

infestacdo e perfil genético.



As coletas das amostras foram realizadas, em sua maioria, pelo servico
veterinario oficial dos diferentes estados da federacdo, além de apicultores,
extensionistas e pesquisadores colaboradores. As coletas efetuadas em 58
municipios, pertencentes a 14 estados brasileiros (Tabela 2), foram oriundas de
localidades onde, na maioria dos casos, ndo havia relatos registrados sobre a
presenca do acaro em coldnias de Apis mellifera. As amostras de Fernando de
Noronha — PE, foram fornecidas gentilmente pelo Prof. Dr. José Carlos Vieira
Guerra-Jr da Universidade Regional de Blumenau (FURB).

Além das amostras brasileiras, amostras de acaros de dois municipios da
Argentina (Buenos Aires e Mar del Plata), cedidas pelo Prof. Dr. Matias Maggi da
Universidad Nacional Mar del Plata, foram analisadas para comparacdo do perfil
genético. A variacdo da quantidade de municipios dentre os estados avaliados esta
relacionada principalmente a disponibilidade de contatos com os apicultores de cada
regido. Amostras de favo com ~ 3 x 10 cm, contendo crias operculadas (pupas de
olhos marrons) foram retiradas por coldnia de um a trés apiarios por cidade. As
amostras foram devidamente embaladas em papel de jornal, mantidas refrigeradas e

estocadas a -20 °C até a realizacdo das analises.

2.2. Extracdo de DNA

Os acaros adultos, bem como os descendentes encontrados nas amostras
foram separados e acondicionados em microtubos de 1,5 mL com alcool 70%. Para
cada amostra, selecionamos trés acaros adultos coletados de diferentes células de
cria. Nas amostras de favo onde ndo encontramos acaros, utilizamos &caros oriundos

de abelhas adultas da mesma col6nia que o favo analisado. Para extracdo do material



genético dos acaros, utilizamos um método In house de extracdo de DNA em larvas
de carrapato, adaptado do manual de procedimentos técnicos da Embrapa Gado de
Leite (2009), conforme descrito abaixo:

Cada grupo de trés acaros foi transferido para tubos de 1,5 mL e macerado
com 300 pL de tampao de maceracdo. Posteriormente acrescentou-se 300 uL de
tampao de lise, resfriando as amostras em gelo por 15°. Apds este periodo,
adicionou-se 5 pL de Proteinase K (20 mg/mL). Em seguida as amostras foram
colocadas em banho-maria a 55°C por 60°. Apds os 60°, acrescentou-se 300 pL de
cloroférmio/isoamil (24:1) e 300 uL de fenol e o produto foi centrifugado a 17.000 x
g, a 8 °C por 5°. Apo6s a centrifugagio, a fase superior de cada amostra foi transferida
para microtubos de 2 mL e foram acrescentados 600 pL de cloroférmio/isoamil
(24:1) e novamente o produto foi centrifugado a 17.000 x g, 8 °C, por 5°. A fase
superior foi transferida para tubos de 1,5 mL, onde se acrescentaram 60 pL de NaCl
5M e 1000 pL de etanol absoluto. Apds estocagem a -20 °C overnight para a
precipitacdo do DNA, as amostras foram centrifugadas a 17.000 x g, a 8 °C, por 30’ ¢
o0 sobrenadante foi descartado. O pellet resultante foi resuspendido com 60 pL de
alcool 70% e submetido a uma nova centrifugagdo a 17.000 x g, a 8 °C, por 5°.
Novamente a fase superior foi descartada, o pellet foi submetido a secagem em
temperatura ambiente por 30’ e posteriormente resuspendido em agua ultra-pura

nuclease-free (Ambion®).



2.3. Técnicas moleculares

2.3.1 Determinacdo da espécie do acaro

Para a determinacdo dos hapldtipos, o gene COI do genoma mitocondrial do
acaro V. destructor foi amplificado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando os primers: F 5’-TACAAAGAGGGAAGAAGCAGCC-3’ ¢ R 5’-
GCCCCTATTCTTAATACATAGTGAAAATG-3* descritos por Navajas et al.
(2002). Realizamos a técnica de PCR utilizando 7 ul de agua ultra-pura nuclease-free
Ambion®, 1 pl de primer F e R, 10 pl de SYBR Green® ¢ 1ul de DNA extraido de
cada amostra. As reacbes de PCR foram realizadas em termociclador Applied
Biosystems Veriti® com as seguintes condi¢bes: desnaturacao inicial por 4 min a 92 °
C, seguidos por 35 ciclos de desnaturacdo a 92 ° C por 1 min, anelamento a 52 ° C
por 1 min e 30 s e alongamento a 72 ° C por 1 min e 30 s. Os produtos amplificados
foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com SYBR Safe®
Life Technologies®. em cuba de eletroforese para géis de 96 poc¢os. A visualizacao
do gel foi feita por transluminador de luz azul Invitrogen® e as imagens foram

capturadas por camera digital de 10 mega pixels.

2.3.2 Determinacdo do hapldtipo do acaro e confirmagéo de espécie

Apo6s comprovacgdo da amplificacdo do fragmento desejado por eletroforese, a
identificacdo dos haplétipos J e K do &caro V. destructor foi realizada com base em
produtos da digestdo com enzimas de restricdo, Xhol e Sacl, descrita por Anderson e
Fuchs (1998). Ambos os haplétipos tém sitio de clivagem para a enzima Xhol, mas

apenas o padrdo Japonés mostra clivagem pela enzima Sacl. No entanto, torna-se



necessario o uso da enzima Xhol para confirmacdo da espécie, pois a espécie Varroa
jacobsoni, ndo possui sitio de clivagem para essa enzima. Para cada enzima,
efetuamos reacGes separadas, portanto, para cada amostra, realizamos duas reacoes,
uma com a enzima Xhol e outra com a enzima Sacl, ambas da empresa Promega®.

Em cada uma das reacdes utilizamos 12,5 ul de agua ultra pura nuclease-free
Ambion®, 2 ul de tampéo 10x (J para Sacl e D para Xhol), 0,2 ul de BSA 10x e 5 pl
do resultado de PCR. Apds homogeneizacdo por pipetagem, adicionamos 0,3 pl
(3U) de cada uma das respectivas enzimas de restricdo. Apds a adicdo da enzima, as
amostras foram submetidas a 37°C em termociclador por 2 horas. Os produtos da
digestdo foram analisados em gel de agarose 2% corado com SYBR Safe Life
Technologies®.

Conforme citado anteriormente, nos casos em que foram confirmadas as
presencas de ambos os haplétipos na mesma colénia, ou seja, onde se visualizou a
formacdo de trés bandas na presenca de Sacl, para confirmar a veracidade do
resultado, efetuamos mais duas reacdes por amostra e como prova final, extraimos
individualmente o DNA de 10 fémeas adultas do acaro e sua respectiva prole de cada

amostra para identificacdo individual por célula de cria.

2.4. Sequenciamento

Com base nos resultados das enzimas de restrigéo, resultados da PCR de cada
haplotipo (K e J), foram sequenciados pela empresa de biotecnologia Helixxa®. As
sequencias foram editadas e organizadas pelo pacote de programas Lasergene®,
posteriormente foram identificadas e comparadas com sequéncias de ambos

haplotipos presentes no genbank® pela ferramenta BLAST® do NCBI (National
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Center for Biotechnology Information). Como ultimo passo, as sequéncias foram

alinhadas entre si para comparacédo (Tabela 1, mais detalhes em Anexo 2).
2.5. Avaliacdo do perfil reprodutivo e infestacdo

Para obtencdo da taxa reprodutiva e da taxa de infestacdo do &caro,
analisamos 100 células de cria por amostra de favo, identificando-se acaros adultos e
a prole (De Jong et al. 1982a). Com base nos dados obtidos, avaliamos o numero
total de fémeas adultas por amostra, o0 nimero de células de cria infestadas (% total
de células infestadas), o numero de células infestadas com prole (% células
infestadas com prole), o nimero de descendentes viaveis produzidos por fémea

adulta, além do potencial reprodutivo calculado pela seguinte formula:
[ N° de descendentes viéveis]

N° de fémeas adultas

Os descendentes deixam a célula de cria quando a abelha termina sua fase de
desenvolvimento, contudo para que uma fémea jovem sobreviva e produza
descendentes, ela deve deixar a célula de cria na fase adulta ja fecundada e com sua
camada externa rigida e pigmentada (Fig. 1f) (Rosenkranz et al. 2010). Levando em
consideracdo a idade das abelhas analisadas (pupas de olhos marrons) e o tempo que
ainda lhe restava para terminar seu desenvolvimento, foi possivel constatarmos os
descendentes viaveis, no caso os individuos que se encontravam a partir da fase de
deutoninfa (Fig. 1b) (Martin, 1994).

Em localidades onde os haplotipos K e J coexistem em uma mesma coldnia,
realizamos analises extras para comparar diferencas nos cinco parametros descritos
acima. Em cada amostra positiva, para ambos os haplotipos, analisamos 10 células de

cria infestadas, visando obter o potencial reprodutivo dos acaros e verificar a
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presenca dos hapldtipos na mesma célula de cria. Para mais detalhes consultar Anexo

2.

Figura 1: Fases de desenvolvimento do A&caro V. destructor: a=protoninfa,
b=deutoninfa, c=deutocrisalida, d=fémea jovem, e=fémea adulta, f=macho. Foto:
Rosenkranz, et al. (2010).

2.6. Estatistica

Os resultados dos cinco parametros estudos foram submetidos ao teste de
Anélise de variancia (ANOVA) para verificar diferengas significativas nos
municipios analisados. Utilizamos os municipios como variavel explicativa e 0s
cinco parametros (% total de células infestadas, % de células infestadas com prole,
total de adultos, descendentes viaveis e potencial reprodutivo) como resposta. Os
dados referentes aos cinco parametros foram analisados com base do “Generalized
Linear Model” (GLM) (Crawley, 2002), seguido por ANOVA (a < 0.05). Nos casos
de ambos haplétipos coexistindo na mesma col6nia, realizamos o mesmo esquema

descrito acima, contudo considerando o padrdo de haplétipos como variavel
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explicativa e o potencial reprodutivo de cada &caro como resposta. Todos 0s GLMs
foram submetidos a analise de residuos para avaliar a adequacgéo da distribuicéo de
erros (Crawley, 2002). Essas analises foram realizadas utilizando-se o Software

Livre R (R Development Core Team, 2009).

3. RESULTADOS

3.1. Identificacdo genética

Amostras de DNA de trés fémeas adultas de cada uma das 154 amostras
obtidas foram amplificadas por PCR, gerando fragmento de aproximadamente 376
pb (Fig. 2). Além destas, amostras de acaros de Fernando de Noronha (Pernambuco,
Brasil), Garuva (Espirito Santo, Brasil), Buenos Aires e Mar del Plata (Argentina)

foram também utilizadas, totalizando 158 amostras e mais de 500 acaros analisados

(Tabela 2).
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Figura 2: Gel de agarose a 2%, com 90 amostras de DNA mitocondrial do Gene COI
amplificado. Apés o PCR todas as amostras foram submetidas a eletroforese para
verificar a amplificacdo da regido desejada.
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Os resultados de PCR de todas as amostras apresentaram sitio de clivagem (5’
C/TCGAG 3°) na presengca da enzima Xhol, gerando fragmentos de
aproximadamente ~150 e ~226pb, confirmando V. destructor (Fig. 3). Na presenca
da enzima Sacl, 148 ndo apresentaram sitio de clivagem (5 GAGCT/C 3”), resultado
que caracteriza acaros do haplotipo K (Fig. 3). Das seis amostras que apresentaram
clivagem, a amostra de Fernando de Noronha (PE), uma amostra de Bananal (SP) e
uma amostra de Areais (SP) apresentaram dois fragmentos de aproximadamente
128/124 e 252/256 pb caracterizando acaros do haplétipo J. As trés amostras de Rio
Claro (RJ) apresentaram trés fragmentos, sendo o primeiro fragmento gerado pela
reacdo de PCR (376 pb) e dois fragmentos do tamanho descrito acima (Fig. 3, 4, 5,
6), indicando a presenca dos dois hapl6tipos nas colonias.

Para avaliar a veracidade dos resultados em Rio Claro (RJ), realizamos mais
duas coletas em diferentes estacbes do ano, analisando os perfis genéticos
individualmente em &caros de 10 diferentes células de cria por amostra. Tais
resultados comprovaram a presenca de ambos haplotipos (K e J), muito embora ndo

tenham sido encontrados ambos os haplotipos coexistindo em uma mesma célula de

cria.
Xhol Sacl C Xhol Sacl C Xhol Sacl G M
g S\ J & J
Y By SN
K K/J J

~150pb  128/124pb

- — 376pb
~226pb 252/256pb - i Ak
 ———
———
—

Figura 3: Resultados de enzimas de restricdo da regido COI do DNA mitrocondrial
de &caros V. destructor. As chaves indicam os resultados de cada amostra. M=
Marcador; C= Controle (Resultado de PCR sem adicao de enzima); Sacl= enzima de
restricdo com sitio de clivagem para J. Xhol= enzima de restricdo com sitio de
clivagem para ambos haplétipos de V. destructor. Gel de agarose 2% corado com
SYBR® Safe, Life Technologies®.



Para confirmacdo da técnica de enzimas de restricdo, amostras referentes a
acaros do haplétipo K e J foram sequenciadas. As sequéncias do tipo K foram
idénticas a sequéncia previamente publicada do genoma mitocondrial completo do
acaro Varroa de Avignon, Franca (NCBI accession number AJ493124; Navajas et al.
2002), enquanto que as sequéncias do tipo J obtiveram 98% de identidade a
sequencia do haplotipo J de Taiwan e EUA (NCBI accession number AJ784872;
Solignac et al. 2005). O alinhamento das sequencias (K e J) demonstrou divergéncia
de 12,7 e 10,9% respectivamente da espécie V. jacobsoni (NCBI accession number

AF106909.1; Anderson e Truemann, 2000) e de 1,3% entre os alelos (Tabela 1).

Tabela 1: Avaliacdo de divergéncia entre sequéncias realizada por método Clustal W
— Mega Align®.

Haplétipo K Haplétipo J V. jacobsoni
Hapl6tipo K 1,3% 12, 7%
Haplétipo J 1,3% 10,9%
V. jacobsoni 12,7% 10,9%

3.2. Avaliacdo do perfil reprodutivo e infestacdo

Um total de 154 amostras, oriundas de 56 municipios pertencentes a 13
estados diferentes foram analisadas (Tabela 2). Houve diferencas significativas em
relagdo aos municipios nos cinco parametros analisados: % total de células infestadas
(Fs2,02 = 2,2934; p < 0,001); % células infestadas com prole (Fs292, = 1,7609; p <
0,01); total de fémeas adultas (Fsz9, = 3,5539; p < 0,0001); descendentes viaveis

(Fs2,92 = 2,5085; p < 0,0001) e potencial reprodutivo (Fszg2 = 2,3475; p < 0,001).
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Contudo, ndo houve diferencas em relacdo ao potencial reprodutivo comparado ao
padrdo de haplotipos em coldnias com ambos haplétipos do municipio de Rio Claro -
RJ (p > 0,05), apresentando baixos niveis reprodutivos independente do perfil

genético do acaro.
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Tabela 2: Média do numero de fémeas adultas, células de cria infestadas por amostra, nimero de células infestadas com prole, nimero de
descendentes vidveis produzidos por fémea adulta, potencial reprodutivo e perfil genético (hapldtipo).

Municipio Estado N® de Femeas Cels. Inf. - Cels. Inf. com Desc. Viaveis P. . Haplétipo
Amostras adultas - total Total (%) Prol. (%) Reprodutivo
B. Aires ARG 0f - - - - - K
M. D. Plata ARG 0f - - - - - K
Salvador BA 3 7,314 6,7£2,9 6,7£2,9 10+4,4 1,4+0,2 K
Fortaleza CE 3 11+8,2 9,6+6 816 5712 0,3+0,3 K
D. Martins ES 1 6 6 2 0 0 K
Goiania GO 1 8 7 6 12 1,5 K
Maracagcumé MA 3 10,3+14,4 9,3+12 6,719 5,716,2 0,7+£0,3 K
Maranhdozinho MA 3 8,615 8,745 8,745 13,748,5 1,5+0,2 K
Junco do MA. MA 3 3,3+0,8 3,3+£0,8 310 3+0 0,9+0,3 K
Muzambinho MG 3 8+6 816 75,5 14,6£15,6 1,3+1,1 K
S.J. Evangelista MG 3 2126 2126 1,7¢29 0,7£1,2 0,1+0,2 K
Vigosa MG 3 10,7412 8,3+8 6,7+7,4 8,311 0,8+0,3 K
Guaraciaba MG 3 7+4.4 6,7+3,8 6,3+3,2 7,3+4,2 1,1+0,4 K
Janauba MG 3 1,3t15 1,3t15 1,3t15 2+2 1,1+1 K
Bocaiuva MG 3 1 1 1 2+2 0,3+0,6 K
R. Machados MG 3 1,3+2,3 1,3+2,3 0,7£1,1 0 0 K
Sete Quedas MS 1 21 19 17 24 1,1 K
Campo grande MS 3 3+3,6 2,7+3 2,325 3,7+£3,5 1+1 K
Sinop MT 3 1,741,5 1,3+1,5 1,3+1,5 1+1 0,4+0,5 K
F. de Noronha PE 0f - - - - - J
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Irati
Tamarana

R. Claro

S. Gabriel
Balneario
Bom retiro
Cacador
Cricilima
Garuva
Floriandpolis
Itaindpolis
M. Costa
Mafra
Orleans
Papanduva
Rio negrinho
Sao José
Urupema
Xanxeré
Bocaina do sul
Araras
Areias
Bananal
Botucatu
Corumbatai
Cunha
Descalvado

PR
PR
RJ
RS
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
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19,6+13,2
20+8
4,3+2,5
13,7+3,5
17+5,5
1,3+1,5
0,6+,0,5
6+1,7

17,6x10
7,3+7,5
5,644
1
0,3+0,5
53
4+0
54,2
0,5+0,71
3,3+5,7
2,712
1+0
10+6
7+10,4
2,3+0,5
2,3+2,3
7,3+2,8
4,3+5,8

15,3+9,2
13,6+5,3
4,3+2,5
12,3+4
14+4.5
1+1
1
5,6+1,5

15+7
53,4
5,3+3,5
1
0,33+0,55
16
3,5+0,7
5+4,2
0
3+51
2,712
1
9,3+5,5
6,6+9,8
2+1
2,3+2,3
8,34
3,3+4,9

3+2,6
2,3+2,3
3,311
14+3,6
9,6+4
1+1
0,6+0,5
51,7
13+6,5
3+4,3
4+4.3
1
0,3+0,5
0
1,5+0,7
3,921

0,5+0,71

3+51
0,7+1,2
1
2,3+3,2
5,348,3
1+1
1,611
5,3+5,8
0,6+0,1

4,745
6,3+3,2
0,7¢1,1
17+5,3
5,72
2+2,7
0
o5t1

11,3+2,9
0
4+4
1
0,3+0,6
0
1,5+2,1
2,5+0,7
0
1,3+2,3
0,3+0,6
1,5+0,7
3,7+6,3
3,3+5,7
1+1,7
2+1
2,315
0,7¢1,1

0,3+0,4
0,4+0,3
0,2+0,3
1,2+0,2
0,3+0,2
0,9+0,8
0
0,9+0,5
0,7+0,3
0
0,9+1
1
0,3+0,6
0
0,4+0,5
0,7+0,4
0
0,1+0,2
0,1+0,1
1,5+0,7
0,3+0,5
0,2+0,3
0,3+0,6
1,4+1,3
0,3+0,2
0,1+0,1
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Lagoinha

M. Lobato
Paraibuna
Pindamonhangaba
Pirassununga
Redencéo

Rio claro

S. F. Xavier
S.L. Paraitinga
S.J. Campos
Taubaté
Tremembé
Ubatuba

SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP

WWwWwWwwWwwwwwwww

3

5,63
10+4,5
9,648,3
5+1
4,3+3,5
2,6+£1,5
50
6,3+2,9
5,3+3,8
4,6+0,6
3+0
5,3+3,2
50

4,6+2,5
9+4
9+7,2
o+l
3,6+2,5
2,615
4,6+0,5
5,3+2,5
53,4
4,6+0,5
3
5+2,6
4,6+0,5

3+2,6
43,6
3+4,3
1,3+1,5
3+3
1+1,7
3+1
4,3+2,5
4+2.6
2,3+2,3
1+1,7
2,34
4,3+0,5

1+1,7
4,7+4,1
3,35
1+1,7
1,7¢1,5
0
4+1
2,315
2,3+2,3
1+1
0
0,7¢1,1
5,7+1,1

0,1+0,2
0,5+0,5
0,2+0,2
0,2+0,4
0,3+0,2
0
0,8+0,2
0,4+0,1
0,6+0,4
0,2+0,2
0
0,1+0,1
1,1+0,2

AARANAARARNRAARARARAARARARAR

K/J*= Ambos os haplétipos encontrados no mesmo municipio, no entanto em apiarios/amostras diferentes.

K/J**= Ambos os haplétipos encontrados na mesma col6nia/amostra.

£ = Néo houve avaliacbes em favos de cria, somente avaliagcdes genéticas a partir dos &caros.

Analises de 100 células de cria por amostra.
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Figura 4: Foto de satélite inicando 0s municipios analisados. Fonte: NASA 2012®, Google Inc.®.
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4. DISCUSSAO

4.1. Identificacdo genética

A variacdo genética de V. destructor é amplamente estudada no mundo
visando o entendimento da dindmica de infestacdo e mapeamento dos diferentes
gendtipos do acaro. Anderson e Truemann (2000), por meio analises genéticas e
morfologicas avaliaram acaros vindos de 38 paises, fato que possibilitou dividi-los
em duas espécies: Varroa jacobsoni, com nove haplotipos encontrados parasitando
somente A. cerana e Varroa destructor com 18 haplotipos, mas somente dois
haplotipos encontrados parasitando A. mellifera (K e J). De oito paises do continente
americano avaliados, somente amostras do Brasil apresentaram ambos hapl6tipos,
contudo as amostras haviam sido coletadas na década de 90, possivelmente a mesma
da entrada do haplétipo K no pais. Aparentemente o haplétipo J foi o primeiro
gendtipo mitocondrial do &caro na Ameérica do Sul, vindo através de rainhas de
abelhas infestadas originalmente do Japdo introduzidas no Paraguai e posteriormente
do Paraguai para o Brasil nos anos 70 (De Jong e Gongalves, 1998), contudo ndo ha
relatos de avaliagBes genéticas do &caro no pais no periodo de sua introducéo, fato
que dificulta as investigacdes de origem e situacdo atual do hapldtipo em seu
possivel local de origem no continente.

Anteriormente acreditava-se que 0 genétipo mitocondrial predominante no
Brasil seria o haplétipo J, geralmente presente em regides onde nao ha problemas
com o acaro (Anderson e Truemann, 2000). Contudo, Garrido et al. (2003) ao
analisarem acaros provenientes do municipio de Ribeirdo Preto — SP e Florianopolis

— SC encontraram ambos haplotipos em amostras da década de 90 e somente o

23



haplotipo K em amostras mais atuais, indicando uma substitui¢éo e alta prevaléncia
deste no pais. Tais resultados foram reiterados por Strapazzon et al. (2009) que
encontraram total prevaléncia do hapldtipo K em 5 municipios de Santa Catarina,
contudo os autores também encontraram predominantemente o hapl6tipo J em
colonias da Ilha de Fernando de Noronha - PE.

Como outros autores, nossos resultados demonstram que a prevaléncia do
haplotipo K é alta no Pais sendo o padrdo genético amplamente predominante (Fig.
4). Em trabalho semelhante, Maggi et al. (2012) avaliaram o perfil genético do acaro
em 6 diferentes provincias da Argentina encontrando 100% de prevaléncia do
haplotipo K. Os mesmo valores foram encontrados por Anderson e Truemann (2000)
no Uruguai, enquanto que Solignac et al. (2005) obtiveram 97,8% no Chile e
contrariamente aos resultados de outros paises, somente 40% de prevaléncia do
haplo6tipo K na Guiana Francesa. A presenca do hapl6tipo J em algumas regides pode
estar relacionada principalmente a fatores de isolamento como barreiras geograficas,
tipo de apicultura, manejo fornecido as col6nias e padrdo genético das abelhas.

Como exemplo, a total prevaléncia do haplétipo J em Fernando de Noronha
pode ser explicada por dois fatores: i. - col6nias de abelhas europeias foram levadas a
ilha nos anos 70, momento inicial da infestacdo do &caro na América do Sul; ii -
devido ao isolamento geografico e auséncia de entrada de novas populacbes de
abelhas e &caros, o haplotipo conseguiu manter-se na populagdo. Além do
arquipélago, acaros do hapldtipo J foram encontrados em municipios de divisa entre
0 extremo leste do Vale do Paraiba — SP e Sul Fluminense — RJ (Fig. 5,6). Além da
proximidade, tais municipios possuem condi¢des climaticas e geograficas muito
semelhantes além de fragmentos de Mata Atlantica em seus arredores, portanto essa

regido pode ser considerada uma area de endemismo para 0s remanescentes do que
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se acredita ser o primeiro genotipo mitocondrial do acaro a entrar em contato com as
abelhas no Brasil.

No entanto, acaros do hapldtipo K também foram encontrados em apiarios da
regido, e, em um dos casos nas mesmas colonias (Rio Claro — RJ, Fig. 6). Esse € 0
primeiro relato no continente americano de ambos haplotipos coexistindo na mesma
colénia. A possibilidade de tal fato é discutida por Solignac et al. (2005), que
enfatizam a coexisténcia de ambos haplétipos, contudo devido as vantagens
reprodutivas do K e fatores de isolamento reprodutivo, ocorre uma forte tendéncia
para a prevaléncia do K e desaparecimento do J. Tais autores relatam heterozigose
entre os haplotipos, contudo enfatizam a baixa possibilidade de tal processo devido a
necessidade de multipla infestacdo na célula de cria para reproducdo cruzada.
Observamos em nosso trabalho a baixa frequéncia de infestagdes mdaltiplas nas
células de cria, fator que pode ser explicado devido aos baixos niveis de infestacdo
geralmente encontrados nas colbnias. Apés trés coletas em diferentes estacdes e
analises individuais para identificacdo genética, pudemos comprovar a presenca de
ambos haplétipos coexistindo nas trés coldnias, contudo ndo foram encontrados
ambos haplotipos ha mesma célula de cria (mais detalhes em Anexo 2). Tal fato pode
ser explicado pela total auséncia de multiplas infestagdes nas amostras analisadas.

Os resultados obtidos nas localidades estudadas indicaram que,
possivelmente, a tolerancia das abelhas africanizadas no Brasil ndo esta relacionada
ao perfil genético do &caro. Independente da maior capacidade reprodutiva do
haplotipo K, o potencial reprodutivo e os niveis de infestacdo ndo foram relacionados
com o padrdo genético. O haplotipo K estd amplamente distribuido em regides com
altas taxas de mortalidade pelo acaro devido a sua capacidade adaptativa e

reprodutiva em diferentes racas de A. mellifera (Rosenkranz et al. 2010). Enquanto
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que o hapldtipo J mesmo sendo capaz de parasitar A. mellifera, ndo possui a mesma
capacidade e consequentemente torna-se mais restrito. No Brasil, 0 hapl6tipo K pode
ser considerado cosmopolita, enquanto que o J restringe-se a pequenas populacdes

isoladas ao redor do pais.

4.1. Avaliacéo do perfil reprodutivo e infestacdo

Considerando a necessidade de crias operculadas para analise, nos realizamos
a amostragem em periodos de producdo de crias das colbnias, periodos os quais
geralmente com maior disponibilidade de alimento proteico (pdlen) e crescimento
populacional da col6nia. Nessa fase, as fémeas do acaro saem do periodo forético e
tendem a invadir as células de cria para procriacdo e consequentemente a
manutencdo de sua populacdo nas col6nias (Rosenkranz et al. 2010). Em paises de
clima temperado, que possuem as quatro estacdes bem definidas, tanto as abelhas
como 0s acaros aumentam suas populacdes na primavera/verdo e no outono/inverno
as abelhas diminuem a producéo de crias e os acaros mantém-se em estado forético,
alimentando-se principalmente de abelhas nutridoras (Martin, 2001a; Rosenkranz e
Renz, 2003). Nessa fase, geralmente em col6nias de abelhas europeias com altos
niveis de infestacdo do &caro, geralmente ocorre um grande enfraguecimento
culminando em seu colapso (Amdam et al. 2004).

Em paises de clima tropical/subtropical como o Brasil, a dindmica de
crescimento populacional de parasita e hospedeiro tende a ser diferente. Devido a
temperaturas mais elevadas no outono/inverno e disponibilidade de alimento, as
abelhas ndo cessam suas atividades (Rosenkranz et al. 2010). Portanto em regides

tropicais/subtropicais, o periodo de chuvas pode estar mais relacionado a dinamica
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de infestacdo do &caro do que as estacdes propriamente ditas. Levando em
consideracdo que cada regido possui diferentes caracteristicas pluviais, tais periodos
influenciam na flora apicola, que por sua vez afeta a producéo de crias e infestacédo
do acaro (Moretto et al. 1997; Pinto et al. 2011a).

Além dos fatores ambientais, a variacdo nos niveis de infestacdo entre os
municipios pode ser explicada por fatores bidticos gerando diferencas entre o0s
municipios analisados. Devido a hibridizacdo da espécie A. mellifera scutellata com
racas europeias, ha uma grande variabilidade genética nas populac6es de abelhas no
Brasil (Moretto et al. 1991; Collet et al. 2006) e consequentemente ha fatores
relacionados ao genétipo como comportamento higiénico e comportamento de
grooming que também variam (Spivak, 1996; lbrahim e Spivak, 2006; Guzman-
Novoa et al. 2012). Os niveis de infestacdo encontrados (0,33+0,55% a 15,3+9,2%,)
foram menores ao compara-los aos niveis de infestacdo entre 18 a 49% obtidos por
Kanchev et al.(1987), 15 a 40% por Martin (1994) e 6 a 42% por Martin (2001b)
analisando coldnias de abelhas europeias sem tratamento com acaricidas na Bulgaria,
sul da Inglaterra e Reino Unido, respectivamente. Entretanto, valores mais préximos
sdo encontrados ao comparar os resultados obtidos com trabalhos realizados em
regides com condigdes climaticas semelhantes. Avaliando os niveis de infestagdo na
regido da Zona da Mata Mineira, Bacha-Junior et al. (2009) obtiveram valores entre
3,3 a11% , enquanto que Pinto et al. (2011a) encontraram niveis de 1,1 a 11,6% na
regido do Vale do Ribeira (S&o Paulo — Brasil). Mesmo que os niveis de infestagédo
encontrados em sua maioria possam ser considerados baixos, amostras oriundas do
estado do Parana, Maranhdo, Santa Catarina e regido do Vale do Paraiba — SP

apresentaram valores altos, indicando possivelmente uma maior susceptibilidade ao
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acaro. Esse fator exalta a importancia de avaliacGes periddicas nos niveis de
infestacdo e selecdo de coldnias tolerantes ao acaro.

Seguindo o mesmo preceito dos niveis de infestacdo, a taxa de células de cria
infestadas com prole obteve variagdes entre os municipios. Tais valores refletem os
niveis de infertilidade do acaro, considerado importante na dinamica da infestacao e
varidvel de acordo com uma série de fatores (Martin, 1994; Martin, 2004,
Rosenkranz et al. 2010). Mondragon et al. (2006) ao compararem as taxas de
mortalidade da prole de V. destructor em abelhas africanizadas no Meéxico
observaram uma alta taxa de mortalidade principalmente na primeira prole (macho) e
terceira (fémea). Tais fatores contribuem para baixos niveis de descendentes
produzidos e infertilidade. No entanto, segundo Carneiro et al. (2007), o nimero de
fémeas férteis tem aumentado gradativamente no Brasil. Em estudo realizado em
Ribeirdo Preto, SP, os autores observaram uma diminuicdo no nivel de fémeas
inférteis de 64% nos anos 80 para 24% em 2005-2006. Garrido et al. (2003)
observaram um aumento de 53 para 82% no nivel de fémeas férteis em abelhas
africanizadas no pais, enquanto que Strapazzon et al. (2009) encontraram niveis de
fertilidade semelhantes (71%) no estado de Santa Catarina. Tais autores ao avaliarem
o perfil genético dos acaros constataram a predominancia haplétipo K, fator que
acreditaram ser um dos responsaveis pelo aumento dos niveis de fertilidade nos
ultimos anos.

No entanto, somente o aumento da fertilidade pode n&o ser suficiente para
elevar os niveis de infestacdo do &caro no Brasil. Mecanismos de defesa como o
comportamento de grooming tende a aumentar, a medida que a quantidade de crias
diminui e o nimero de acaros foréticos aumenta (Junkes et al. 2007). Por sua vez, o

aumento na mortalidade de fémeas foréticas férteis afeta significativamente a
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populacdo de acaros na colbnia. Além do fator descrito acima, a viabilidade dos
descendentes deve ser levado em consideracdo. A fémea do &caro deve estar
fecundada e na fase adulta no momento da desoperculacdo da célula de cria, pois
individuos jovens ndo possuem mecanismos adequados para se aderirem ao corpo
das abelhas adultas e acabam sendo mortos por operéarias (Calderon et al. 2010),
devido a esse fato analisou-se somente pupas na fase de olhos escuros, pois
avaliando o periodo de desenvolvimento atual da pupa e dos descendentes do acaro
presentes na célula de cria é possivel mensurar quais fémeas chegardo a fase adulta
apos a célula de cria ser aberta, consequentemente estas foram consideras 0s
descendentes viaveis. Nesse contexto, o potencial reprodutivo €é calculado em relagédo
ao numero de descendentes viaveis (descendentes fémeas que serdo capazes de
chegar a fase adulta) dividido pelo nimero de fémeas adultas. Variagdes decimais
desse fator podem refletir drasticamente no aumento ou diminuicdo populacional dos
acaros ao longo de poucas geracdes em uma coldnia (Milani et al. 2004; Calderdn et
al. 2010).

Em regifes com altos niveis de infestacdo, o potencial reprodutivo geralmente
encontra-se acima de 1. Martin (1994) obteve a média de 1,45 em abelhas europeias
na Inglaterra, enquanto que valores mais baixos foram encontrados em abelhas
africanizadas no México (0,73) e Brasil (0,64, Ribeirdo Preto — SP) (Medina e
Martin, 1999; Corréa-Marques, 2000). Em contrapartida, colonias selecionadas para
comportamento higiénico tendem a diminuir drasticamente o potencial reprodutivo
dos &caros. lbrahim e Spivak (2006) obtiveram valores de 0 a 0,33 em colbnias de
linhagem SMR (Supression Mite Reproduction) e higiénicas respectivamente. O
presente trabalho constatou variacdo no potencial reprodutivo do acaro, inclusive

com valores semelhantes aos encontrados por Martin (1994) em abelhas europeias.
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Tal fato deve ser levado em consideracdo e medidas para selecdo de coldnias com
alto comportamento higiénico, facilitado pela grande variabilidade genética das
abelhas no Brasil podem evitar problemas futuros com o parasita.

Ectoparasitas como V. destructor que possuem tamanho consideravelmente
grande em relacéo a seu hospedeiro e que atuam principalmente em periodos criticos
da vida do inseto como no caso a metamorfose, podem gerar grandes impactos em
seu desenvolvimento. Uma Unica fémea adulta ao alimentar-se da hemolinfa do
hospedeiro diminui em média 7% do peso corporal de uma operéaria (De Jong et al.
1982ab). Consequentemente, o déficit de nutrientes pode afetar diretamente na
expectativa de vida, em estruturas internas e externas do hospedeiro (Amdam et al.
2004; De Jong et al. 1982ab). Além do nivel individual, o efeito do parasitismo em
estruturas essenciais como asas e glandulas podem gerar consequéncias para toda a
colénia Pinto et al. (2011b) observaram diminuicdes de 11% em meédia na area
celular de glandulas hipofaringeanas (estrutura responsavel pela producdo de geleia
real) em abelhas parasitadas por uma Unica fémea do acaro.

Além do parasitismo, a interagdo com outros patdgenos agravam os efeitos no
fitness do hospedeiro. O acaro V. destructor pode atuar como vetor de virus como o
IAPV, DWV, ABPV, KBV e SBV, considerados pouco problematicos antes do
contato do acaro com A mellifera, no entanto tal interagdo tornou-se um dos maiores
problemas para a apicultura contemporanea (Boecking e Genersch, 2008). O efeito
sinergetico entre o parasitismo pelo acaro e os virus pode ser explicado pela acéo
imunossupressora em conjunto com a injecdo direta das particulas virais na hemocele
do hospedeiro, favorecendo a replicacdo e transmissao dos virus (Yang e Cox-Foxter,
2007; Rosenkranz et al. 2010). Posteriormente, devido a diminuicao da populacao de

abelhas, disfuncbes como a perda de comportamentos sociais coordenados, como 0
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comportamento higiénico, colaboram para aumento nos niveis de infestagdo de
acaros e consequentemente aumentam as chances de colapso (Rosenkranz et al.
2010). No Brasil, embora boa parte dos virus estejam amplamente presentes
(Teixeira et al. 2008ab), os baixos niveis de infestacdo do parasita aliados ao
comportamento higiénico, geralmente elevado, possivelmente previnem as coldnias
de graves problemas com virus. Diante esse fato, novamente deve-se ressaltar a
importancia do monitoramento e medidas adequadas para o controle de V. destructor.

Uma das praticas para o controle do &caro amplamente utilizada na
Argentina, EUA e Europa é o controle quimico (Rosenkranz et al. 2010). O uso de
acaricidas para o controle de V. destructor possui uma série de problemas, tanto para
a colbnia, quanto para os produtos apicolas (Lodesani et al. 2008). Tais substancias
geram residuos na cera € mel que em conjunto com superdosagens e aplicacdes
preventivas desnecessarias facilitam a aquisicdo de resisténcia simples e cruzada,
além de efeitos subletais em A. mellifera. Efeitos fisioldgicos, tanto em abelhas como
em &caros, foram observados frente a aplicacdo de Tau-Fluvalinato, o qual aumentou
0s niveis de infestacdo do virus DWV em crias parasitadas (Locke et al. 2012). Além
desta, as substancias Coumafos, Timol e Amitraz usadas para o controle do &caro,
demonstraram efeitos diretos na expressdo génica no sistema de defesa de abelhas,
podendo comprometer a saude das coldonias aumentando sua susceptibilidade a
patogenos (Boncristiani et al. 2012). Em regides com niveis de infestacdes
relativamente baixos e sem registros de mortalidade de col6nias por V. destructor,
como o Brasil, 0 uso dessas substancias quimicas potencialmente problematicas deve
ser descartado visando solucGes que nao afetem negativamente nem os produtos da

coldnia nem as abelhas.
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5. CONCLUSOES

No Brasil ha diversidade da dindmica de infestacdo do acaro Varroa
destructor em diferentes regides, devido a sua dimensdo geografica e as variagbes
climaticas e ambientais, associados a variabilidade genética das abelhas
africanizadas. Contudo, considerando as amostras analisadas nas localidades
estudadas, os resultados indicaram niveis de infestacdo relativamente baixos
comparados aos de paises de clima temperado, os quais sofrem com altos niveis de
infestacdo do acaro, 0 que os leva ao uso de acaricidas. Devido aos diversos riscos, 0
uso de tais substancias deve ser evitado em territorio brasileiro e medidas como o
monitoramento de colénias com avaliagdes periddicas e selecao de rainhas (colénias)
para comportamento higiénico devem ser aplicadas visando a manutencdo da
tolerancia ao acaro no pais.

Nas localidades estudadas, as variacdes da dinamica de infestacdo ndo foram
relacionadas ao padrdo genético dos acaros. A alta prevaléncia e variacdo no
potencial reprodutivo do hapl6tipo K, considerado mais problematico, indica que tal
fator ndo possui grande influéncia na dinamica de infestacdo de V. destructor em
abelhas africanizadas no Brasil. Em contrapartida, mesmo comprovando a presenca
do haplotipo J com possivel endemismo na regido de divisa entre os estados de Séo
Paulo e Rio de Janeiro, além de sua total predominéncia em Fernando de Noronha -
PE, sua baixa ocorréncia indica o impacto apos a entrada do haplotipo K no pais, que
por sua vez, espalhou-se rapidamente tornando-se o padrdo genético predominante

do acaro no pais.
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Anexo 1: Alinhamento das sequencias obtidas de &caros do haplétipo J e K
demonstrando o sitio de clivagem das enzimas Sacl para J e Xhol para ambos

haplotipos
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Anexo 2: Resultado referente a analise individual de enzimas de restricdo em 30 acaros das 3 col6nias remanescentes do apiario de Rio Claro —
RJ. Segue Abaixo o0 mapa da anélise e a foto do gel.

C C C C Sacl Sacl Sacl Sacl | Xhol Xhol Xhol | Xhol

1A 9A 7B 5C 1A 9A 7B 5C 1A 9A 7B 5C

2A | 10A | 8B 6C 2A | 10A | 8B 6C 2A | 10A | 8B 6C

3A 1B 9B 7C 3A 1B 9B 7C 3A 1B 9B 7C

4 A 2B 10B 8C 4 A 2B 10B 8C 4A 2B 10B 8C

5A 3B 1C 9C SA 3B 1C 9C SA 3B 1C 9C

6A 4B 2C 10C 6A 4B 2C 10C 6A 4B 2C 10C

7A 5B 3C C- 7 A 5B 3C C- 7TA 5B 3C C-

8A | 6B | 4C | — | 8A | 6B |4Cc | - | 8A | 6B | 4C | -

Em Azul: Haplétipo K

Em vermelho: Haplétipo J

C = Resultados de PCR sem adicdo de enzimas de restri¢cao

Sacl = Somente o haplotipo J possui sitio de clivagem para esta enzima, portanto a ndo clivagem na presenca da enzima identifica acaros do
haplétipo K.

Xhol = Ambos hapl6tipos possuem sitio de clivagem para esta enzima, contudo outras espécies como V. jacobsoni ndo. Utilizada para
identificacdo em nivel de espécie.
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C C C C Sacl Sacl Sacl Sacl Xhol Xhol Xhol Xhol
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Figura: Gel com resultados de PCR e enzimas de restricdo das amostras de Rio Claro — RJ. P6de-se constatar que ambos hapl6tipos coexistem
nas 3 coldnias, contudo ndo foram encontradas infestacdo mdaltiplas em células de cria. Tal fato pode ser explicado pela total auséncia de

multiplas infestacfes nas amostras analisadas. ndo houve diferencas significativas em relacdo ao potencial reprodutivo e em outros fatores
relacionados a taxa de infestagdo entre os haplotipos.
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