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RESUMO

A abelha melifera (Apis mellifera L.) € um importante inseto para o equilibrio dos
ecossistemas, uma vez que promove a polinizacdo de inUmeras espécies vegetais. Porém,
as abelhas meliferas nas Gltimas décadas tém sofrido um grande declinio por diversos
fatores, sendo um deles as doencas como Nosemose do tipo C (Nosema ceranae) e a
Varroose (Varroa destructor) que tém vindo a propagar-se muito devido ao mercado
apicola. Com isso, o principal objetivo do presente trabalho € investigar a relacdo entre a
N. ceranae e a forca da colbnia, incluindo também avaliacdo das condi¢fes ambientais.
Adicionalmente caracterizou-se molecularmente as col6nias com o uso do marcador
molecular, DNA mitocondrial (mtDNA), através da sequenciacdo da regido intrergénica
tRNA"®-cox2. A coleta de abelhas para a analise das taxas de infecdo de Nosemose, tal
como a avaliacdo das varidveis da forca da coldnia (nimero de quadros cobertos com
abelhas adultas, nUmero de quadros com cria¢do, compactacdo da criacdo no quadro
central, e taxa de infestacdo de V. destructor), realizou-se com uma periodicidade de dois
meses, entre fevereiro a outubro 2018. Parametros como peso da colénia e condicbes
ambientais (velocidade do vento, temperatura, precipitacdo e umidade relativa do ar), bem
como monitoramento das condicdes internas (temperatura e umidade) foram registrados
diariamente através de uma estacdo meteoroldgica vinculada as balangas automaticas e
sensores higrotérmicos, respectivamente. Além disso, foi estimada também a producéo
de mel das coldnias. A correlacdo entre a forca da col6nia e taxa de infecdo de Nosemose
foi estimada através de uma analise de trilha usando um programa estatistico (GENES).
Os resultados da caracterizacdo molecular revelaram que 8 das colbnias pertecem a
linhagem C e 4 pertencem a linhagem M. Em relacgéo a forca da col6nia, observou-se que,
no verdo, o nimero de quadros cobertos com abelhas adultas atingiu uma média de 15
por coldnia, e no inverno esse nimero diminuiu para 7. O mesmo padrao foi observado
para as variaveis nimero de quadros com criacdo e compactagdo da criacdo. Os pesos
mostraram um aumento consideravel de abril a agosto (estacédo ativa), com uma média de
37 kg de mel por colmeia. A monitoracdo interna das coldnias mostrou um padréo de
estabilidade maior para a temperatura e umidade, de abril a agosto, que coincide com a
estacdo ativa. Em relacéo as doencas, ndo foi observado nenhum padréo de infestagéo de
V. destructor. Porém, altas taxas de varroose ocorreram mesmo apés o tratamento para
algumas coldnias (6 de 12). A taxa de infecdo da Nosemose tipo C apresentou um padrao

sazonal, com pico no inicio da primavera (80%) e outro menor no outono (52%). Os



resultados da analise de trilha explicaram apenas 19% da taxa de infe¢do por N. ceranae.
As variaveis da forca da coldnia, assim como a varroose, ndo demonstraram alta
associagao com a taxa de infegdo por N. ceranae. Este estudo foi util para compreender e
determinar os niveis de infecdo de N. ceranae nas colonias do nordeste de Portugal,
contribuindo para um melhor conhecimento do comportamento deste microsporidio ao

longo de um ano.

Palavras-Chave: abelha melifera, doencas, dinamica populacional, relacdes, analise
de trilha, producéo de mel



ABSTRACT

The honeybee (Apis mellifera L.) is an important source of ecosystems balance since it
promotes the pollination of several plant species. However, in the last decades, honeybees
have suffered a dramatic decline due to several factors. Diseases, such as Nosemosis type
C (Nosema ceranae) and Varroosis (Varroa destructor), have been widely spread due to
commercialization of honeybees. Thus, the main goal of this work was to evaluate the
relationship between N. ceranae and colony strength, including the evaluation of
environmental conditions. Additionally, the colonies were characterized molecularly
using mitochodrial DNA as a molecular marker. The variables, colony strength, number
of frames with brood, brood solidness of central frame, infestation rate of V. destructor
and collection of honeybees for the Nosemosis analysis was performed every two months
between february to october 2018. Parameters such as colony weight and environmental
conditions (wind velocity, temperature, precipitation, and relative air humidity), as well
as, monitoring of internal conditions (temperature and humidity) were recorded daily
through a weather station linked to the automatic balances and hydrothermal sensors,
respectively. Additionally, the annual honey production of the colonies under study was
estimated. The correlation between colony strength and Nosemosis infection rate was
estimated with a path analysis using a statistical program (GENES). The results showed
that the colonies studied were 8 colonies of the lineage A and 4 of the lineage M.
Regarding colony strength, it was observed that, in the summer, the number of frames
covered with adult bees reached an average of 15 frames per colony, and in the winter
that number decreased to 7. The same pattern was observed for the variables number of
frames with brood and brood solidness. The variable weights showed a considerable
increase from April to August (active season), ended up with an average of 37 kg of honey
per hive. The internal colony monitorization showed a higher stability pattern for the
temperature and humidity, from April to August, which coincides with the active season.
Regarding the diseases, no pattern of V. destructor infestation was observed, however,
high rates of varroosis occurred even after treatment for some colonies (6 of 12). The
infection rate of Nosemosis type C showed a seasonal pattern, with a peak in early spring
(80%) and a smaller one in autumn (52%). The results of the track analysis explained
only 19% of the N. ceranae infection rate, thus the colony strength variables, as well as,
varroosis did not demonstrate high associations with the N. ceranae infection rate. This

study was helpful to understand and determine the infection levels of N. ceranae on the



colonies in the northeast of Portugal, contributing to a better knowledge of the
microsporidium N. ceranae behaviour over the year.

Keywords: Apis mellifera, diseases, population dynamics, path analysis, Honey
production
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Glossario

e PCR = Polimerase chain reaction (Reacéo de polimeriza¢do em cadeia)
e DNA = Acido desoxirribonucleico

e RNA = Acido ribonucleico

e UL = microlitros

e pM = pico molar

e umol = micromol

® um = micrometro

e mm = milimetro

e bp = pares de base

e NC = Nosema ceranae

¢ NA = Nosema apis

® kg = Kilograma
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1. INTRODUCAO

A abelha melifera (Apis mellifera Linnaeus, 1758) desempenha um papel
fundamental para o ser humano devido aos seus servigos de polinizacdo que garantem a
qualidade e quantidade de alimentos (frutas e horticolas) (Magalhdes & Silva, 2015).

Este inseto social, teve origem a cerca de 5 a 2 milhes de anos atrds no Sudeste
Asidtico tendo-se mais tarde propagado pelos outros continentes. Devido a Vvarios
processos adaptativos e demograficos estdo descritas pelo menos 31 subespécies, as quais
se agrupam em quatro linhagens evolutivas (A, M, C e O) (Ruttner, 1988; Engel, 1999;
Sheppard & Meixner 2003, Meixner etal., 2011; Chen et al., 2016). Estas linhagens foram
primeiramente classificadas com base em caracteres morfologicos e posteriormente
confirmadas com uso de marcadores moleculares, dos quais o mais popular o0 DNA
mitocondrial (mtDNA), por ser passado de forma integral via materna e por ndo existir
recombinacdo, facultando-nos informacéo de eventos evolutivos menos recentes. Este
inseto social apresenta diferentes morfologias que também estdo relacionadas com a sua
distribuicdo geografica (Michener, 2007). Sendo que a subespécie presente em Portugal
¢ conhecida por abelha ibérica (Apis mellifera iberiensis), caracterizada por uma
coloragcdo &mbar-negro com pouca pilosidade.

Na ultima década, tem se observado perdas de col6nias em larga escala por todo o
mundo quer através de um recente predador oriundo da Asia, a vespa (Vespa velutina
nigrithorax) quer pelo fenémeno conhecido por Colony Colapse Disorder
(vanEngelsdorp et al., 2009). Estas perdas podem estar relacionadas com varios fatores,
que eventualmente atuam sozinhos ou em combinacéo, incluindo propagacéo de parasitas
e agentes patdgenos exoticos, como por exemplo o acaro Varroa destructor, que é
também um vetor de transmissao de varios virus, o fungo microsporideo Nosema ceranae,
exposicao das coldnias a agro-quimicos, ma nutricdo, alteracdes climaticas, entre outros
(Potts et al., 2010; vanEngelsdorp & Meixner, 2011).

O éacaro V. destructor é considerado um dos agentes patégenos com maior impacto
do declinio da abelha melifera por toda a Europa, provocando inevitavelmente um
impacto econémico direto negativo na apicultura. Este &caro tinha como hospedeiro
original a abelha asiatica (Apis cerana) no entanto conseguiu-se expandir e infetar a A.
mellifera no século XX (Oldroyd, 1999). Desde entdo, esta presente por toda a Europa

provavelmente devido a crescente comercializagédo da abelha.



Outra doenca que afeta de forma expressiva a abelha melifera é a Nosemose do tipo
C provocada pela Nosema ceranae, uma variante recente e mais virulenta que a ja relatada
Nosema apis (Higes et al, 2007; 2008; 2010; Martin-hernéndez, et al, 2011). Tal como a
V. destructor, é possivel que esta variante também tenha tido origem na abelha asiatica
que posteriormente conseguiu infetar a A. mellifera.

Ter uma ampla compreensao das carateristicas ecoldgicas e genéticas das abelhas
é um fator que pode auxiliar a compreender e/ou melhorar as estratégias de maneio das
colbnias. Assim gera-se a necessidade de acompanhamento das col6nias com o objetivo
de desenvolver estratégias que possam melhor/evitar doencas. A construcdo desse
conhecimento depende de um amplo nimero de variaveis, desde a carga genética de cada
colonia, acompanhamento do crescimento da col6nia durante a estacdo de maior
atividade, acompanhamento das condigdes internas da colmeia, monitoramento das
doencas. O desenvolvimento de uma colénia é o resultado de uma ampla gama de
mudancgas fisiologicas e comportamentais, que partem a nivel individual da abelha e que
ao longo do tempo podem-se refletir sobre a col6nia. Uma abelha operaria inicia sua
existéncia como um ovo passando por uma serie estagios até emergir como um adulto
apos 21 dias (Winston, 1987).

A vida de uma abelha operéria € influenciada por fatores como a doencas,
temperatura, nutricdo e estacdo do ano. De modo geral, em climas temperados, as abelhas
operarias tém um periodo de vida curto no verdo (15 a 38 dias) e uma maior longevidade
no inverno (140 a 320 dias) (Farrar, 1936; Sakagam & Hiromi, 1968; Stoner, Wilson, &
Harvey, 1985). Essa longevidade a nivel individual € um dos fatores que afetam o
tamanho da col6nia (a quantidade de cria e a numero de abelhas adultas). A sua interacao
com o ambiente determina a quantidade de alimento (néctar e pdlen) que é coletado e
consumido. Por outro lado, a quantidade de polen coletado também influencia o arranque
no desenvolvimento da criagdo no inicio da primavera. Assim, a capacidade das col6nias
aproveitarem ao maximo os recursos florais disponiveis esta relacionado com a forca da
colobnia, sendo que a incidéncia de doengas, como a varroose e a nosemose, podem impor
limites nesse desenvolvimento e encurtar a longevidade das coldnias (Kritsky, 2010; Le
Conte et al., 2007).

Com o propésito de colaborar na obtencdo de novas informagdes sobre a
nosemose, este trabalho tem como objetivo identificar a presenca de N. ceranae durante
0 ano de 2018 e investigar possiveis relacGes dessa com a forga da col6nia e infestacdo

de V. destructor. O trabalho foi desenvolvido em paralelo a um projeto de investigacao a
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nivel internacional designado “BEEHEAL: promoting bee health for sustainable
agriculture”. BEEHEAL ¢é financiado por ARIMNet2 (2016) através das agéncias
nacionais: INIA (Espanha), ANR (Frangca), MOARD (Israel), e FCT (Portugal).
ARIMNet2 (ERA-NET) ¢ financiado pelo programa Union’s Seventh Framework para
investigacdo, desenvolvimento e demonstracdo tecnologica ao abrigo do contrato n°
618127.

Com o intuito de fornecer o embasamento sobre o a temaética, nos tdpicos
seguintes serdo abordados as carateristicas da Apis mellifera (subcapitulo 1.1), a sua
distribuicdo geografia (subcapitulo 1.2), diversidade e estrutura populacional através do
DNA mitocondrial (subcapitulo 1.3) e por ultimo os diversos fatores que afetam a
sanidade da Apis mellifera (subcapitulo 1.4).



1.1. Aspetos gerais e morfologicos da Apis mellifera

Dos insetos polinizadores, a abelha melifera (Apis mellifera) desempenha um papel
essencial no equilibrio dos ecossistemas e na manutencdo da biodiversidade, prestando
varios servigos a comunidade, desde a producéo de mel, cera, propolis, geleia real, veneno
(apitoxina), até a polinizacdo. Estima-se que mais de 3/4 das espécies utilizadas pelos
humanos na producdo de alimentos dependem da polinizagdo para uma producdo de
qualidade e quantidade (Delaplane & Mayer, 2000; Magalhdes & Silva, 2015). Assim, a
diminuicdo deste inseto tem um impacto direto e negativo tanto na agricultura como na
seguranca alimentar e sustentabilidade dos recursos.

A abelha melifera pertence a ordem Hymenoptera, superfamilia Apoidea, familia
Apidae, género Apis, espécie Apis mellifera (Ruttner & Milner 1990). E um inseto social
que é caracterizado por viver organizado em classes/castas (Figura 1), interagindo entre
si, e possuindo tarefas bem definidas sempre em prol da manutencédo e sobrevivéncia da
colonia (Michener, 2007) .

Figura 1: Castas de Apis mellifera: | — operdria, Il — zangdo, Il — rainha. (Adaptado de Oliveira M. J.,
Takahashi, & Nakashima, 2008).

Dentro da colbnia existem duas castas do género feminino: as operarias estéreis,
que sdo menores (10-15 mm de comprimento) e desempenham fungées na coldnia desde
a limpeza até a de forrageamento; a rainha, Gnica fértil, é a maior (18-20 mm) e a suas

fungdes passam por postura de ovos e libertagcdo de feromonios. Ja os machos, chamados



zangaos, tém 15 a 17 mm de comprimento e desempenham apenas fungdes reprodutivas.
Embora menores, as operarias tém asas mais longas que os zangdos. As duas castas de
fémeas tém um ferrdo que é formado a partir de estruturas ovopositoras modificadas. Nas
operarias, o ferrdo tem um formato farpado, assim ao ferroar, o abdémen se desprende do
corpo, causando a morte da abelha (Ruttner, 1987).

Em ambas as castas, o ferrdo é fornecido com veneno pelas glandulas do abdémen.
J& os machos néo possuem ferrdo e tém olhos muito maiores do que as fémeas, para ajudar
a localizar as rainhas durante os voos de acasalamento (Winston, 1987). Sao insetos
holometabolos e possuem quatro estagios no seu ciclo de vida: ovo, larva, pupa e adulto.
O tempo de desenvolvimento depende da casta, sendo a rainha a que demora menos tempo
a se desenvolver, seguido das operérias e por ultimo os zangdos com 16, 21, e 24 dias,
respetivamente (Figura 2). A velocidade do crescimento posterior das larvas é fortemente
afetada pela temperatura com um valor ideal entre os 33°C aos 36°C (Fahrenholz, et al,
1989).
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Figura 2: Ciclo de desenvolvimento da rainha, operaria e zangédo de Apis mellifera. (Adaptado de
Gardfalo, 1977).

A abelha melifera € um inseto endotérmico, tendo por isso a capacidade de aquecer
Seus corpos e a temperatura em suas col6nias usando os musculos do voo (Clarke et al.,
2001; Seeley, 1995). As operérias forrageiam o mais proximo possivel da coldnia,
aproximadamente num raio de 3 quilébmetros (km). Se necessario, podem voar até 13 km
para alcangar comida ou agua (Percival, 1947; Sammataro, 1998).

Existe uma grande diversidade morfologica na A. mellifera, apresentando coloragao
escura, com pélos escurecidos no térax sem segmentos amarelos (conhecida por abelha

negra — Apis mellifera mellifera) até bandas pretas e aneis amarelos alaranjados no
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abddmen (conhecida por abelha italiana — Apis mellifera ligustica). De modo geral, tém
uma maior quantidade de pelos no térax do que no abddémen. Nas operarias, as patas
posteriores sdo especializadas para a coleta de p6len possuindo um reservatério designado
por corbicula. Essas normalmente apresentam a coloracéo castanho-escuro/preto (Ruttner
& Tassencourt 1978; Ruttner 1987).

Neste trabalho a subespécie em estudo € a abelha ibérica, Apis mellifera iberiensis.
Esta foi descrita pelo Brother Adam que foi recolhendo as suas primeiras impressoes em
uma viagem na data de 1959 pela Peninsula Ibérica (Ruttner, 1987). Adam descreve a
abelha ibérica da seguinte forma: com a colora¢do em sua maioria com um ambar-negro
e pouca pilosidade (Figura 3). As rainhas tém aspeto mais escuro e de cor uniforme, os
seus movimentos sao ageis e bastante nervosos, possuindo uma alta taxa de fecundidade,

sendo essa muito influenciada pelas condi¢cdes ambientais.
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Figura 3: Apis mellifera iberiensis no apiario de Gimonde. | — em destaque a rainha. Il — as operaérias.

1.2. Distribuicao geografica

A A. mellifera teve origem cerca de 5 a 2 milhes de anos atras no Sudeste Asiatico
e mais tarde se propagou por outros continentes, como Africa, Europa e Asia Ocidental
(Ruttner, 1987). No século XVII, a abelha melifera foi levada pelos humanos para
diversas regides do globo, sendo que atualmente pode ser encontrada em todo o mundo,
incluindo o leste da Asia, Australia, Nova Zelandia, e América do Norte e do Sul (Diana
& Alphonse, 1978; Winston & Dropkin, 1981).

Devido a processos adaptativos e demograficos, a A. mellifera evoluiu ao longo de
milhares de anos estando atualmente descritas 31 subespécies naturalmente distribuidas
pela Africa, Asia Ocidental, Médio Oriente e Europa. Com base em caracteres

morfoldgicos, e mais tarde confirmado pelo DNA mitocondrial, esta diversidade tem sido



agrupada em quatro linhagens evolutivas: a de Africa (A), a do Norte e Ocidente da
Europa (M), a do Sudeste da Europa (C), e a do Médio Oriente (O) (Ruttner, 1988; Engel,
1999; Sheppard & Meixner 2003, Meixner et al., 2011; Chen et al., 2016). A distribuigédo

das diferentes subespécies da abelha melifera esta representada na Figura 4.
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Figura 4: Mapa com a distribuicdo geografica das 31 subespécies da A. mellifera. A cor indica a linhagem
evolutiva da subespécie: A — Africa (vermelho); M — Norte e Ocidente da Europa (azul), C — Sudeste da
Europa (laranja); O — Médio Oriente (verde). As subespécies A. sossimai, A. m. taurica and A. m. artemisia
apresentam pouca informacao acerca da linhagem evolutiva (preto). Fonte: (Henriques, 2018).

1.3. DNA mitocondrial

Um dos marcadores mais utilizados para estudar a diversidade e estrutura
populacional da abelha é o DNA mitocondrial (mtDNA) (Figura 5). Este DNA esta
localizado em uma organela denominada mitocondria que esta presente em todas as
células eucariotas. O mtDNA é um cromossomo circular com 16343pb que é passado na
sua totalidade via materna (Crozier, 1993). Inicialmente, os métodos utilizados no estudo
dos varios tipos de mtDNA acabavam por digerir a molécula por completo com uma vasta
gama de enzimas de restricdo, técnica designada por RFLPs (Restriction Fragament
Length Polymorphisms) (Garnery & Solignac, 1992; Hall & Smitht, 1991). No entanto,
este processo tinha como desvantagem a necessidade de uma quantidade grande de DNA
ndo degradado. Mais tarde com o desenvolvimento da técnica de PCR (Polymerase chain



reaction — reacdo em cadeia da polimerase), as enzimas de restricdo eram aplicadas em
regides especificas do mtDNA, passando a combinar-se as duas técnicas (PCR-RFLP).
Dos vérios métodos desenvolvidos de identificacdo do mtDNA da abelha melifera, o mais
popular é o teste Dral. Este método consiste na amplificacdo por PCR do fragmento
intergénico tRNA®-cox2 posteriormente digerido com a enzima de restricio Dral
(Garnery et al., 1993).

-Ser tRNA-Met
PR s " {RNA-GIn
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s-rRNA

......

tRNA-Cys
tRNA-Tyr
tRNA-Trp

tRNA-Val

o= 16000 bp
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I-rRNA /
/" 14500 bp

.".13500bp
ND1 g 13000 bp
12500 bp
12000 bp
| 11500 bp

@ ATPB
. 11000 bp

tRNA-Pro

NA-
B {RNA-Gly
ND3
{RNA-Arg

tRNA-Asn
tRNA-Phe

tRNA-His o554  ND5

Figura 5: Reconstrucdo do genoma mitocondrial das abelhas meliferas apartir de A. m. ligustica usando o
MITObim (Hahn et al., 2013). Os genes de tRNAS estdo representados por barras azuis curtas. O I-rRNA e
0 s-rRNA estdo indicados com barra verde. Genes codificadores de proteinas sdo denotados por barras
vermelhas, e os ricos em A + T (em preto). Fonte: (Henriques, 2018)

Atualmente, com a diminuicédo do custo do sequenciamento e desenvolvimento de
ferramentas bioinformaticas, em que apenas é necessario amplificar a regido tRNA®-
cox2 por PCR e posteriormente sequenciar esse produto usando o método de Sanger
(Galarza et al., 2017). Usando essas ferramentas bioinformaticas (por exemplo, Blast —
NCBI) (Saito et al., 2005), € possivel identificar de forma rapida qual é o tipo de mtDNA
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(haplotipo) de um individuo. Um exemplo da identificacio do haplétipo por
sequenciamento ¢é dado por Galarza et al., (2017) que analisou 0 mtDNA de 711 col6nias
geograficamente distribuidas por toda a Peninsula Ibérica e observou 182 novos

haplotipos.

1.4. Apis mellifera: inimigos

A abelha melifera tem uma infinidade de inimigos naturais, como por exemplo
ratos, passaros, vespas, entre muitos outros. Dentro de esses a vespa asiatica (Vespa
velutina nigrithorax), a qual foi introduzida na Europa em 2004 (Villemant et al., 2006),
é uma preocupacdo na apicultura Europeia. Entre os parasitas, um dos mais notaveis é o
acaro Varroa (V. destructor). Este foi trazido da Asia por volta de 1980, e marcou um
ponto de virada para a apicultura na América do Norte e na Europa por causar um
enfraquecimento das col6nias (vanEngelsdorp et al., 2009).

Outro grupo de patogenos que parasitam a abelha melifera, sdo os fungos que
infetam as coldnias (Fries, 2010). Dentro dos fungos microsporidio, o género Nosema
possui 150 espécies, sendo que inimeras atacam diversos invertebrados. A Nosema tem
sido observada em Lepidoptera e Himenoptera, causando algumas doengas como pebrina
em bichos da seda (Nosema bombycis) e disenteria em abelhas (N. apis). Recentemente,
observou-se uma segunda espécie de microscopidia (N. ceranae) atacando a A. mellifera
(Higes et al., 2005, 2006; Huang et al., 2007), tal como a Varroa oriunda da Asia.

Os estudos com as abelhas do género Apis tem tomado uma maior importancia no
cenario da pesquisa mundial, esse aumento se da pela ocorréncia do fenbmeno chamado
distarbio do colapso das colbnias (CCD). Esse disturbio se caracteriza pelo
desaparecimento de populacdes de abelhas que estdo ocorrendo em diversas partes do
mundo. O termo foi citado primeiramente nos Estados Unidos em 2006 como colony
colapse disorder (CCD) apds observado a morte de abelhas em massa (Watson & Stallins,
2016). Juntamente com V. destructor, a N. ceranae também foi associada ao CCD
(Antanez et al., 2009; Higes, 2007; Mcmenamin et al; 2015). O CCD tem a possibilidade
de tambem ser agravado pelo surgimento de variantes da V. destructor, mais invasivos
(Roberts, 2015). Essa pressdo gerada pelo surgimento dessas variantes pode levar a
mudangas nas abelhas ao longo do tempo (Desai & Currie, 2015; Locke et al., 2012).

O CDD gerou um alarme dentro da comunidade cientifica, da midia e do publico
em geral, devido a velocidade e tamanho das perdas (VanEngelsdorp et al., 2010). Nos
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ultimos dez anos, tém sido apontados dois fatores principais de CCD: uso de pesticidas
na agricultura e incidéncia de pragas e patdégenos.

Outras doengas como a Septicemia causada por Pseudomonas aspiseptica,
ascosferiose causada pelo fungo Ascophaera apis, a loque americana e europeia causadas
pelas bactérias Paenibacillus larvae e Melissococcus pluton, respetivamente, e 0s Varios
virus de RNA (por exemplo, o virus das asas deformadas) transportados pela V. destructor
também afetam as abelhas.

1.4.1. Varroose

A Varroa destructor € um &caro ectoparasita que ataca as abelhas do género Apis.
Na sua fase adulta os &caros se aderem ao corpo das abelhas sugando a hemolinfa para o
seu proprio sustento (Hu et al., 2016). Como parasita obrigatorio, apenas tem sua
capacidade de reproducédo dentro de uma colonia de abelhas, onde encontra as melhores
condicGes para realizar seu ciclo. Com esse contato acaba por ser ainda um vetor de virus
de RNA, como o virus das asas deformadas (DWV) e o Israeli acute paralysis virus
(IAPV) (Goulson et al., 2015). Quando a taxa de infestacdo da colénia é muito elevada
provoca a morte da mesma, geralmente ocorrendo no final do outono até o inicio da
primavera. O &caro V. destructor é o parasita com um grande impacto econémico na
apicultura por causar o declinio nas coldnias afetadas (Cox-Foster et al., 2007; Goulson
etal., 2015).

Relativamente a morfologia da V. destructor, a fémea do acaro adulto tem o aspeto
castanho avermelhado enquanto que o macho é branco. Os acaros sao planos e em forma
de botdo. Medem de 1 a 1,8 mm de comprimento, 1,5 a 2 mm de largura e possuem oito
patas (Donzé & Guerin, 1994; Dietemann, 2008). A sua reproducdo ocorre hum periodo
de 10 dias. O acaro fémea aloja-se nas células de criacéo e realiza a oviposi¢do no mesmo
(Figura 6). Dessa forma, a abelha passa por toda a sua fase juvenil com o &caro alojado
em seu corpo, e assim que eclodir, ja estara parasitada, por esse motivo e por serem muito
mais fémeas que machos o acaro se prolifera pela colmeia toda.

De modo geral, a V. destructor prefere infestar as células dos zangdes por esses
terem um maior periodo de desenvolvimento, o que permite que 0 mesmo se reproduza
mais uma vez com os trés dias extra que leva para a sua formacdo ao comparar com a
abelha operaria (Donzé & Guerin, 1994; Dietemann, 2008).
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As abelhas adultas que ja foram atacadas em seus estagios anteriores acabam por
ser mais propensas a infegdes. Recentemente, a sobrevivéncia de colbnias tem sido
observada em populacOes de abelhas ndo tratadas contra V. destructor com foi relatado
na Franca por Le Conte et al., (2007). Outro relato de uma linhagem com uma maior
tolerancia a V. destructor sdo as designadas abelhas "russas” observadas por De Guzman
et al., (2007). Por ultimo, existem ainda as populacdes de abelha Africanizada que tem
revelado a uma maior tolerancia do que as abelhas Europeias (Kraus et al., 2007).

Figura 6: O &caro V. destructor. | — varroa em uma larva de operéaria com 8 dias; Il — parte ventral do &caro;
111 (A) — ovo do dia de A. mellifera; 111 (B) — ovo de varroa na mesma célula.

1.4.2. Nosemose

A nosemose causada por N. ceranae (também conhecida por nosemose tipo C)
pertence ao grupo dos microsporidios, de forma geral, sdo parasitas obrigatorios
intracelulares, e necessitam de retirar a energia do hospedeiro para se desenvolver e
reproduzir. A contaminacéo € feita por meio de esporos, a qual ocorre por ingestdo dos
mesmos pelas abelhas, possivelmente durante a limpeza da colénia, consumo de pdlen
contaminado ou atraveés de trofalaxia (Forsgren & Fries, 2010). Assim, 0s esporos acabam
por entrar através da alimentacdo e germinam no intestino médio, nas células epiteliais,
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onde ocorre a reproducdo do parasita e em seguida a producdo de novos esporos (Forsgren
& Fries, 2010).

Nosema spp. tem esporos com uma estrutura especializada para a invasdo das
células. O mecanismo de infecdo baseia-se na injecdo mecanica de um filamento polar
proeminente a partir da germinacédo do esporo. Com a forca fisica, o filamento penetra na
membrana da célula epitelial e o esporoplasma infecioso é injetado no citoplasma da
célula hospedeira, através da emissdo do tubo polar. Em seguida, se reproduz ao injetar
seu material genético em células da parede do intestino formando novos esporos dentro
das celulas hospedeiras da abelha (Budge, 2008). O desenvolvimento intracelular da N.
ceranae no ventriculo celular parece ser semelhante ao da N. apis. No entanto, a N.
ceranae completa o seu ciclo de vida 3 dias antes que a N. apis (Fries, 2010).

De forma geral, Martin-Hernandez et al., (2007) mostrou que a sobrevivéncia das
abelhas atacadas pela N. ceranae. é menor, uma vez que as fungdes metabdlicas ficam
diminuidas. A abelha infetada sente mais necessidade de consumir alimento. Porém
devido a infecdo, a abelha ndo consegue absorver adequadamente os nutrientes, e também
ndo consome o oxigénio de forma apropriada. Essa dificuldade nutricional conduz a uma
certa deficiéncia na alimentacdo e, tal como foi relatado por Kurze et al., (2016), o
aumento do consumo de alimento é diretamente proporcional ao aumento do nimero de
esporos presentes no intestino médio.

N. ceranae foi descrita pela primeira vez em 1996 (Fries et al., 1996) pertencendo
a uma classe relativamente recente e sendo considerada generalizada na abelha A.
mellifera, provocando uma forma diferente de nosemose. Comparada a N. apis, que ja ha
muito tempo é estudada, a N. ceranae tem uma mais recente co-evolu¢do com o seu novo
hospedeiro (Martin-Hernandez et al., 2012). Em col6nias afetadas com a N. ceranae, se
ndo forem tratadas acabam por morrer em 1,5 a 2 anos, sendo mais virulenta que a N. apis
(Higes et al., 2008).

Como observado por Fries (2010), as infecdes de N. ceranae demonstram ter um
efeito variavel sobre as colénias em diferentes regibes geograficas. Na Andaluzia
(Espanha), a N. ceranae foi detetada nas colmeias durante dois anos sem provocar o
colapso da col6nia (Martin-Hernandez et al.,, 2012), dessa forma demostrando a

necessidade de um maior nimero de observagfes em diferentes locais e condigdes.
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2. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado em Braganca, na regido de Tras-os-Montes, no
Nordeste de Portugal, nas proximidades da aldeia de Gimonde, nas coordenadas
geogréficas 41°48'31.83"N, 6°42'42.74"W. Segundo a classificacdo de Kdppen o clima,
onde o apiério esta localizado, é classificado como temperado, com inverno chuvoso e
verdo seco e pouco quente (Csb) (IPMA, 2018a).

Foram utilizadas 12 col6nias de abelhas Apis mellifera iberiensis pertencentes ao
apiario experimental formado em 2015 com coldnias oriundas de Braganca, Algarve e
Pais Basco (Espanha) com os seguintes codigos de identificacdo A35, A4, B16, B27, B35,
B43, B44, B52, BL6, BR5, CB4 e PT1. As col6nias estavam alojadas no modelo de
colmeia Langstroth. Durante todo o periodo de avaliacdo as colbnias tiveram o
acompanhamento do peso com o uso de balancas autométicas do modelo XLOG bee
SMS/GPRS. Os dados climaticos, tais como a temperatura, umidade relativa do ar e
precipitacdo, foram obtidos através da estacdo meteoroldgica instalada no apiario.

Com o objetivo de caracterizacao das colénias em estudo se realizou a identificacao
dos haplétipos com a utilizacdo do DNA mitocondrial (mtDNA). Foi realizado também
a coleta das variaveis climéaticas ambientais e de dentro do ninho com o uso de sensores
distintos. As colmeias foram ainda submetidas a avaliacBes realizadas com a
periodicidade de dois meses (abril, junho, agosto e outubro de 2018) compreendendo as
seguintes variaveis: infestacdo de V. destructor, coleta de abelhas para identificacdo de
Nosema spp., e avaliacdo da forca da col6nia, como detalhado a seguir. As amostras
coletadas foram analisadas nos laboratérios do Centro de Investigacdo de Montanha
(CIMO), IPB, e do Centro de Investigacion Apicola y Agroambiental de Marchamalo
(CAR), Espanha.

2.1. DNA mitocondrial

De modo a obter os dados para a analise do mtDNA, procedeu-se a extracdo de
DNA do torax de uma abelha de cada uma das 12 coldnias selecionadas. Para tal, utilizou-
se 0 kit comercial Ron’s Tissue DNA Mini Kit (®Bioron). Com o objetivo verificar a
qualidade da extracdo de DNA, realizou-se uma eletroforese em gel de agarose de 1%

(Anexos: Figura S1).
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O passo seguinte foi a realizacdo da reacdo PCR para a amplificacdo da regido
intergénica tRNA'®-cox2, com uso dos primers E2 (5’- GGC AGA ATA AGY GCA
TTG-3’) e H2 (5’-CAA TAT CAT TGA CC-3’) (Garnery et al., 1993). A reacdo foi
realizada num volume total de 25 puL composta pelos seguintes reagentes:

e 2 pumol de dNTPs
20 umol de MgCl;

e 0,75 unidades de Tag DNA polimerase (Bioron)
e 0,2 pM de cada primer
e 2,5 L de solugdo tampéo (Bioron)
e 1pLde DNA
A PCR foi realizada no termociclador T100 (Biorad™) com a configuracao de 94°C
por 5 minutos seguida de 35 ciclos a 92°C por 45 segundos, 48°C por 45 segundos e 62°C
por 2 minutos. Apos os 35 ciclos, procedeu-se a uma etapa final de 65°C por 20 minutos.
Com o objetivo de verificar se houve amplificacdo, realizou-se uma eletroforese em gel
de agarose de 1% dos produtos PCR (Anexos: Figura S2). Os produtos PCR foram
enviados para a STABVIDA Inc. (Portugal) para a realizacdo do sequenciamento direto
pelo método de Sanger. As sequéncias do mtDNA foram verificadas manualmente usando
o software MEGA X (Anexos: Figura S3) (Kumar et al., 2018).
Para a identificacdo dos haplétipos, foi utilizada a ferramenta BLAST (NCBI-blastn)
da base de dados The National Center for Biotechnology (NCBI), considerando sempre o
resultado com maior similaridade (Morgulis et al., 2008).

2.2. Dados meteoroldgicos

A obtencdo das variaveis climaticas foi feita através de uma estacdo meteoroldgica
instalada no apiario composta por um pluviémetro, anemémetro (Figura 7). Os dados
meteoroldgicos eram enviados diariamente, juntamente com os dados das balancas
automaticas (XLOG bee SMS/GPRS Beehive Scale — Micro EL®), por meio de
mensagem de texto para um telemdvel, com quatro leituras: as 2:00, 8:00, 14:00 e 20:00

horas.
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Figura 7: | — Estacio meteoroldgica e Il — balanga automética instalada no apiario na aldeia de Gimonde.

2.4. Forca da colonia

Para a avaliacdo da forca da colonia foram adotados alguns dos protocolos
propostos por Buchler et al., (2013) no a&mbito do projeto Europeu H2020 designado
Sustainable Management of Resilient Bee Populations - SMARTBEES. Para a avaliacédo
do nimero de quadros cobertos de abelhas adultas visto de cima, considerou-se que um
grau de cobertura no topo do quadro de 70% correspondendo a um quadro de abelhas
adultas (Figura 8). O numero de quadros com criacdo foram contabilizados tendo em
conta a auséncia ou presenca da mesma (ovos, larvas e criacdo operculada). O quadro
central teve sua avaliacdo quanto a quantidade de criacdo, designada por compactacao,
numa uma escala de 1 a 4, sendo as taxas de ocupacéo de <25% (classe 1), 25-50% (classe
2), 50-75% (classe 3) e > 75% (classe 4) (Figura 9). Para realizar a padronizagdo do
tamanho dos quadros considerou-se que dois quadros de meia al¢a sdo equivalentes a um
quadro de ninho no modelo de colmeia Langstroth.

A producéo de mel por colmeia foi calculada pela diferenca do peso antes e depois

da cresta em 6 de setembro de 2018.
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A evolucdo diaria do peso das colmeias foi obtida através de balancas automaticas
anteriormente citadas. Para uma melhor visualizacdo dos dados foi realizada a subtragéo
do menor peso de cada colmeia durante o inverno anterior e das meias algas vazias

colocadas ao longo do periodo ativo.

Figura 8: Quadros cobertos de abelhas adultas visto de cima.

R i P 1 I IR oS Vo e ama i ey

Figura 9: Compactacdo da criagdo do quadro central avaliado com nivel 4 (>75% de ocupacéo).

2.5. Varroose

Para o monitoramento da infestacdo das colmeias pelo &caro V. destructor foi
utilizado o teste do acucar, de acordo com o protocolo do SMARTBEES (Blichler et al.,
2013, Dietemann et al., 2013). Para a execucdo do teste do acucar foram colhidas
aproximadamente 50g de abelhas para um recipiente com tampa de rede fina que deixava

apenas passar o0 acucar e a V. destructor (Figura 10). No mesmo foram adicionados 30g
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de acucar em pé o qual era deixado a repousar por alguns minutos de modo que o agucar
permitisse a libertacdo da V. destructor forética. O recipiente era agitado e invertido para
uma folha de papel branco de forma a permitir a passagem do agucar e dos &caros. Os
acaros caidos na superficie branca eram contados. A taxa de infestacdo foi calculada

através da seguinte formula:

(Numero total de acaros x 10)

Porcentagem de infestacdo (%) = (Peso liquido das abelhas)

Figura 10: Teste do aglcar em pd. | — recipiente com as abelhas e o agucar; Il — devolugéo das abelhas ao
ninho.

2.3. Monitoramento interno das colonias

O acompanhamento interno das colénias foi feito através da utilizacdo de sensores
higrotérmicos (ibuttons- Plug&Track by Proges Plus®) para medir a temperatura e
umidade interna das colmeias. Devido a limitagdes em relacdo a disponibilidade de
ibuttons foram acompanhadas apenas 10 das 12 colmeias em estudo. Para representacao

destes dados foram realizadas médias diarias.

2.6. Nosemose

A identificagdo molecular da Nosemose foi realizada no laboratdrio do Centro de
Investigagdo Apicola y Agroambiental de Marchamalo, Espanha. O DNA foi extraido a
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partir de um conjunto de 60 abelhas, de cada uma das col6nias, colocadas num saco esteril
(c/ filtro) com a adicdo de 6 mL de agua de PCR, para posterior maceracdo num
equipamento apropriado (Stomacher 80). O macerado foi transferido para tubos de 5 mL,
e daqui para uma placa 96 pocos com esferas de vidro. Esta placa foi colocada
posteriormente um agitador mecanico a uma frequéncia de 30 Hz durante 1 minuto e 30
segundos com uma pausa de 30 segundos ap6s o primeiro minuto (Tissuelyser). A etapa
final da extracdo é a preparacdo das amostras para a PCR, que consiste na transferéncia
de 50 puL do macerado para uma placa (96 pogos) previamente preparada com 50 uL de
TE (99 mL de agua de PCR + 1 mL Tris-EDTA (10 pmol Tris-HCL pH 8.0; 1 pmol
EDTA)). A placa com as amostras € posteriormente colocada a 95°C durante 20 minutos.
Este altimo passo e o passo do Tissuelyser tém a fungédo de romper os tecidos de modo a
que fique disponivel uma maior quantidade de DNA. A PCR foi preparada com trés pares
de primers de modo a amplificar simultaneamente um fragmento de 119 pb do gene COI
da A. mellifera, o qual funciona como controlo interno, um fragmento de 218-219 pb
especifico da N. ceranae e outro de 321 pb de N. apis (Tabela 1), tal como descrito por
Martin-Hernandez et al., (2012).

Tabela 1: Sequéncias oligonucleotidicas dos primers (F: forward; R: reverse) e tamanho esperado dos

fragmentos amplificados por PCR.

Nome do Sequéncia Tamanho do Referéncia

primer fragmento (pb)
218 CER-F [ 5 -CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA-3 218-219 Martin-Hernandez et al., ( 2007b)
218 CER-R 5-CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG
321APIS-F 5-GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA-3 321 Martin-Hernandez et al., (2007b)
321APIS-R | 5-GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG-3

COI-F 5-GGGCCAAGACCAGGAACTGGAT-3"

119 Meeus et al., (2010)
COI-R 5"-GCGCGGAAATTCCTGATATATGAAGAAAA-3

Foram usadas placas de PCR de 96 pocos especificas para a detecdo de Nosema
spp.. Estas placas vém preparadas com os primers e restantes reagentes da PCR
gelificados (Biotools Biotechnological & Medical Laboratories SA). Assim, as reacdes
foram preparadas pela simples adi¢do de 22,5 pL de 4gua de PCR e 2,5 pL de DNA. Os
produtos PCR foram amplificados no termociclador Mastercycler® ep gradient S
apparatus (Eppendorf) usando o seguinte perfil de temperaturas: 6 minutos a 94°C
seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 61,8°C por 45 segundos e 72°C por 60

segundos com uma extens&o final de a 72°C por 7 minutos.
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Apo0s a PCR, a analise de fragmentos foi realizada no equipamento automatico de

eletroforese QIAxcel Advanced da Qiagen® (Figura 11).

Figura 11: | — equipamento automatico de eletroforese QIAxcel Advanced; Il — exemplo do resultado
obtido.

Para as coldnias em que o resultado da andlise coletiva das 60 abelhas demonstrou
ser positivo para Nosema spp., foram escolhidas 25 abelhas para detec¢do individual de
modo a determinar-se a taxa de infecdo de cada uma das coldnias (Figura 12). Para tal, o
DNA foi extraido e amplificado para as 25 abelhas individualmente usando os métodos

descritos anteriormente.
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Figura 12: Esquema para a detec¢do molecular da Nosema ssp. em A. mellifera. As setas em cinza se

referem a andlise individual das colénias positivas detectadas pela analise das 60 abelhas (setas em preto).

2.7. Analise das relacdes

Os dados apds agrupados por colmeias e variaveis foram submetidos a uma analise
de trilha seguindo 0 modelo de Cruz e Regazzi (2012), com o uso do software estatistico
GENES (Cruz, 2013). Este procedimento teve como objetivo o estudo de relacbes de
causa e efeito, que utilizam uma analise de correlagdo envolvendo varidveis dependentes
e independentes num modelo de regressdo multipla, e medindo os efeitos diretos e

indiretos de cada uma das variaveis de interesse.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. DNA mitocondrial

A andlise das sequéncias da regido intergénica tRNA'®-cox2 das 12 colbnias em
estudo revelaram a presenca de 9 hapl6tipos diferentes (Tabela 2), dos quais 8 (67%)
pertenciam a linhagem Africana (A) e 4 (33%) a linhagem do Norte e Ocidente da Europa
(M).

Vaérios estudos demonstraram a coexisténcia das duas linhagens na Peninsula
Ibérica, sendo que a linhagem A é caracteristica da metade sudoeste, englobando
Portugal, e a linhagem M esté presente principalmente na metade nordeste (Franck et al.,
1998; Miguel et al., 2007; Canovas et al., 2008; Pinto et al., 2012, 2013; Chavez-Galarza
et al., 2015, 2017). A coexisténcia de duas linhagens no apiario de Gimonde pode ser
explicada pela sua origem geogréfica. O apiario experimental do IPB foi montado em
2015 com colbnias compradas em diferentes locais. As col6nias que foram compradas no
Pais Basco apresentaram ser da linhagem M (B27, B43 e B44) enquanto as colbnias que
foram compradas no Algarve ou Gimonde expressaram ser da linhagem A. Com a
excecdo da B16 que tém como origem inicial Braganca e demonstrou pertencer a
linhagem M (M69) e a B52 que tém como origem Pais Basco e apresentou linhagem A
(A41). A presenca das mesmas linhagens ao longo de geraces deve-se a forma de
transmissdo do mtDNA, totalmente via materna, sendo que nao existiu interferéncia
humana nos processos de substituicdo de rainhas, isto é, substituicdo e/ou enxameamento
ocorreu de forma natural.

Ao longo do tempo tem-se verificado um aumento da comercializacdo de rainhas
de linhagem C (Apis mellifera carnica e Apis mellifera ligustica), pois essas col6nias sdo
preferidas por muitos apicultores devido as suas caracteristicas produtivas e
comportamentais. Esta interferéncia humana tem levado a substituicdo das subespécies
nativas e a perda diversidade genética localmente adaptada em muitos paises Europeus
(Pinto et al., 2014, Henriques, 2018a; 2018b). E de realcar que no apiario em estudo néo
se observou a existéncia da linhagem C. A inexisténcia de linhagem C esta de acordo com
os diversos trabalhos realizados com a abelha ibérica que mostram que esta abelha tem
mantido a sua integridade genética (Pinto et al., 2013; Chavez-Galarza et al., 2015,
2017a).
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Tabela 2: Distribuicdo dos haplétipos das colmeias em estudo do apiario de Gimonde.

Nome da Coldnia Hapldtipo
A35 Al
Ad Al
B16 M69
B27 M8
B35 A29
B43 M8
B44 M4
B52 A4l
BL6 Al
BR5 A8
CB4 A9
PT1 A20

3.2. Dados meteoroldgicos

O clima do distrito de Braganca é caraterizado por verdes Secos e invernos rigorosos
e humidos (IPMA, 2018b). Na Figura 13 encontra-se graficamente representado a
distribuicdo das chuvas ao longo do periodo em estudo. Nas duas primeiras semanas de
abril observou-se um acumulado de 12,3 mm e 13,7 mm respetivamente, seguido de um
periodo de seis semanas sem precipitacdo. A partir do final de maio e até as primeiras
semanas de julho ocorreram precipitacbes com alguma regularidade. Apés a segunda
semana de julho ocorreu novamente um longo periodo de estiagem (oito semanas) tendo
sido interrompida por uma precipitacdo de 4,9 mm na segunda semana de setembro. De
seguida ocorreram mais quatro semanas sem precipitacdo onde apenas na terceira e quarta

semana de outubro voltou a ocorrer precipitagao.

Figura 13: Precipitacdo semanal acumulada durante o periodo de abril a outubro de 2018, onde de 1 a 5
representam a semana de cada més.
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Em relacdo a temperatura, pode-se observar na Figura 14 que o local em que o
apiario se encontra possui uma extensa amplitude térmica saindo de minimas de 0,5°C no
més de abril e outubro e mé&ximas de 42,8 °C durante 0 més de agosto. Essa variagdo ao
longo do periodo em estudo acabara por afetar o forrageamento das abelhas que é
otimizado para temperaturas entre os 12-14°C e 30°C (Moreira & Farinha, 2011). Pode-
se observar na Figura 14 que entre julho e setembro existem pontos que superam os 30°C
com ressalte para o inicio de agosto que teve temperaturas superando 0s 40°C acabando
por demandar um maior esforgo para o controle térmico da colmeia (Ellis, 2008) bem

como a diminui¢do no forrageamento.
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Figura 14: Variagdo da temperatura no periodo de abril a outubro de 2018, onde a linha azul regista as
temperaturas minimas e a linha laranja as temperaturas maximas fornecidas pela estacdo meteorolégica do

apiario de Gimonde, Braganca.

Na Figura 15 encontra-se graficamente representado as médias diarias da umidade
relativa, velocidade do vento e temperatura ao longo do periodo. A umidade relativa
demostrou ter uma grande variacdo ao longo do periodo em estudo sendo afetada pelo
vento e a chuva mas em nenhum momento ficou abaixo de 22% que seria um ponto critico
para as colonias como apontado por Mattos & Souza, (2018). A velocidade do vento teve
uma variagdo de 1,5 km/h a 78 km/h nos meses de julho e de abril, respetivamente. Este
valor maximo é caracterizado como grau 9 na escala de Beaufort (Lindau, 1995). Essa
variacdo na velocidade do vento € causada pelo posicionamento geografico do norte de
Portugal, esse que se torna rota de correntes de ar vindas tanto do norte da Africa como
das regides mais proximas ao polo norte (IPMA, 2018b). As condig¢des climaticas afetam
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as colbnias de A. mellifera pois mediam o forrageamento e controle térmico dentro da

colmeia além da incidéncia de inimigos naturais e doengas (Le Conte, 2008).
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Figura 15: Médias diarias da velocidade do vento (km/h), temperatura (°C), e umidade relativa (%),

registadas na estacdo meteorolégica do apiario de Gimonde, Braganca.

3.4. Forcga da col6nia

Os resultados da avaliagcdo do numero de quadros cobertos com abelhas adultas
estédo representados na Figura 16 e nos Anexos (Tabela S5). O tamanho da populagéo
adulta atingiu valores méximos no verdo (agosto na maioria das colénias), com um
decréscimo com a aproximacdo do inverno. Na avaliacdo de 23 de agosto de 2018
observou-se que 3 das 12 colbnias se destacaram, nomeadamente a colonia B43, que
atingiu uma ocupagao de 25 quadros com abelhas, PT1 e A4 que ocuparam cada uma 20
quadros, demonstrando ser as colénias com maior populagéo.

Na ultima avaliagdo (outubro), 7 das 12 coldnias demonstraram uma ocupacéo do
ninho entre 7 a 10 quadros. A col6nia B52 demostrou uma ocupagdo menor de 6 quadros
de populacdo adulta. Os estudos realizados por Louveaux et al. (1966) apontaram um

comportamento semelhante com aumento da populagdo durante a época com
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temperaturas mais elevadas (verdo) e um declinio na populacdo com a diminuicdo da

temperatura (inverno).
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Figura 16: Nimero de quadros cobertos com abelhas adultas nas datas de cada avaliagdo. Barra a

vermelho com padrédo representa média + desvio-padrdo. * col6nias que ndo sobreviveram ao inverno

2018/2019.

Relativamente ao nimero de quadros com criacdo (Figura 17), as col6nias A35,

BR5 e A4 apresentaram 3 quadros com criacdo e a BL6 continha apenas 2 quadros de

criagdo no més de abril, sendo as colmeias com menor quantidade neste periodo. Na

avaliacdo seguinte (junho) pode-se observar os valores mais elevados de criagdo na

maioria das colmeias, algumas com uma ocupacédo de 10 (B52) e 9 (A4) quadros. As

restantes nesse perido mostraram uma variacao entre 6 a 8 quadros com criacéo.
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Figura 17: Namero de quadros com cria¢do nas datas de cada uma das avaliagces no ano de 2018; Barra em
vermelho com padrdo representa média = desvio-padrdo. * coldnias que ndo sobreviveram ao inverno

2018/2019.
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Em agosto, é possivel observar uma diminui¢do no nimero de quadros com criag&o,
em que a coldnia A35 diminuiu de 8 para 5, A4 de 9 para 5, B44 e PT1 8 para 4 quadros.
Esta diminuigdo deve essencialmente a possivel paragem da postura da rainha devido as
temperaturas elevadas registadas nesta altura do ano (>30°C, Figura 14).

Na Gltima avaliacdo em outubro observa-se de forma mais acentuada a reducéo do
ninho como medida de prepara¢do para o inverno, assim vemos que as colonias A4, B43,
B44, BL6, e PT1 ja ndo apresentaram quadros com criagdo e todas as demais variaram
entre 2 a 3 quadros. Uma peculiaridade que pode ser observada é que a colonia B16 em
abril possuia 6 quadros com criacdo e em junho ndo apresentou nenhum devido a
ocorréncia natural de substituicdo da rainha. No entanto em agosto volta a existir postura

(4,5 quadros de criagao).
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Figura 18: Compactacéo da criagdo no quadro central nas datas de cada uma das avalia¢6es no ano de 2018;
Barra em vermelho com padréo representa média + desvio-padrdo. * coldnias que ndo sobreviveram ao
inverno 2018/2019.

A ocupacdo quadro central de criagdo foi observada através da escala de
compactacao da mesma (Figura 18). Na avaliacdo de abril, 2 das 12 col6nias (A35 e BR5)
foram classificadas com nivel 2 de compactacdo (25-50% do quadro coberto com
criacdo), uma (BL6) avaliado com 3 (50-75%), j& as demais foram classificadas com o
nivel 4 (> 75%). Nesta avaliagdo ndo foi registada nenhuma colénia com o nivel de
compactacdo minimo, 1 (< 25%).

Na avaliacdo seguinte, a maioria das colénias foram classificadas com o nivel 4 de
compactacao da criacdo, a excecdo da B16 porque ndo apresentava criacdo, B27 e B44

que demonstrou uma reducéo de 4 para 3 e a BR5 que apenas aumentou de 2 para 3.
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Embora em agosto o numero de quadros de criacdo tenha diminuido, a compactagéo
da criagdo manteve-se ao nivel da avaliacdo anterior para 5 das 12 colonias (A35, B35,
B44, BL6 e CB4). A excecdo da BR5 que aumentou o nivel de compactacéo de 3 para 4,
as demais diminuiram um a dois niveis de compactacdo. Na avaliagdo de outubro as
colbnias que mantinham quadros de criacdo foram classificadas entre o nivel um (A35 e
B27) e dois (B16, B52, BR5 e CB4) de compactacéo da criagao.

Assim relativamente a dindmica de crescimento de uma coldnia, tal como descrito
em Hatjina et al., (2014), observa-se que a populacédo de abelhas adulta tende a ser maior
no outono (outubro) do que na primavera (abril), atingindo o seu valor maximo no veré&o.
No que diz respeito a quantidade de criacdo, observa-se 0 oposto, a quantidade de criacdo
tende a ser maior na primavera do que no outono, sendo o valor maximo também
registado no verao.

A producdo total de mel foi de 454,13 kg, destacando-se as coldnias CB4, B35 e
A4 com uma producéo superior a 50 kg de mel (Figura 19 e Anexos: Tabela S4). O menor
desempenho na producdo de mel foi observado para as colonias BR5 e BL6 que
produziram 15,37 kg e 16,76 kg, respetivamente. Esses valores ainda assim ficam
proximos da média nacional de producdo de mel (= 17kg/colmeia, reportado pelo
relatorio do programa apicola nacional 2016-2019 (Ministério da Agricultura Floresta e

do Desenvolvimento Rural, 2016).
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Figura 19: Estimativa da quantidade de mel produzida por cada colmeia; * col6nias que ndo sobreviveram
ao inverno 2018/2019.
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Com base nas informacdes recolhidas pelas balancgas sobre a evolugdo dos pesos de
cada coldnia verifica-se que a partir de 12 de maio houve um aumento expressivo dos

pesos (Figura 20 e Anexos: Tabela S2). Pode-se ainda observar o maior ganho de peso
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nas trés semanas seguintes nas col6nias B35 e CB4, esse aumento pode estar relacionado
com a precipitacdo que ocorreu nesse periodo influenciando a qualidade e quantidade da
florada nesse momento tal como apresentado por Silva et al., (2013) num estudo que
abrangeu abelhas de 3 familias diferentes (Apidae, Andrenidae e Halictidae) numa
floresta secundaria constituida por mata atlantica no Brasil. As colonias B35 e CB4
revelaram um crescimento mais acentuado que as demais. Esse aumento é confirmado
com a producéo de mel, sendo duas das colnias que superaram os 50 kg (Figura 19).

As colbnias A35, BL6 e BR5 demonstraram um desenvolvimento mais gradual de
abril até julho. Apos esse periodo apenas a A35 passou por um periodo de aumento de
peso mais acentuado que é explicado também pelo nimero de quadro com abelhas adultas
(Figura 18), uma vez que em abril a colénia possuia apenas 2 quadros cobertos de abelhas
adultas, a menor populacdo observada, e em junho e agosto teve um aumento para 12 e
17 quadros com abelhas adultas, respetivamente.

Na avaliacdo de 25 de junho verificou-se que a colonia B16 néo tinha rainha, no
entanto a mesma ja estava a criar uma nova rainha de substituicdo. A partir dessa data
notou-se que 0 peso Ndo aumentou até o momento da cresta, pois ocorre naturalmente um
atrasado no desenvolvimento da col6nia quando a rainha é substituida

Ainda em relacdo a evolucao dos pesos durante o periodo em estudo, nota-se alguns
pontos com ruido, esses possivelmente ocorreram devido ao acumulo de chuva na parte
superior das caixas, ou alguma fonte de variacdo que pode ter sido acrescentada durante

as avaliacGes como no caso da CB4 na avaliacdo de 23 de agosto.
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3.3. Monitoramento interno das colonias

A analise da temperatura interna das colmeias revelou alguns pontos que saem do
padrdo esperado de menor variacao da temperatura e da umidade relativa durante a época
do ano com maior quantidade de criagdo (Figura 21). Pode-se observar que 0s sensores
laterais B e C apresentaram maiores amplitudes ao longo do periodo em estudo, as quais
podem ter sido causadas pela deslocacao da criacdo no ninho para alguma das lateriais
assim 0s sensores passavam a uma parte da colmeia com reserva. Zacepins & Karasha
(2013) reportaram um padréo semelhante, apontando que extremidades das colmeias tém
um menor controle da temperatura por estarem ocupadas com reservas. As colonias B44,
B35, BR5 e PT1 apresentaram maiores amplitudes térmicas no periodo de julho a outubro
em todos 0s sensores. Este resultado pode ser devido a diminuicao da criacdo que ocorre
ap6s 0 més de junho de 7 quadros para 3 quadros no geral (Figura 17), o que leva as
abelhas a diminuirem o controle da temperatura junto dos sensores das extremidades
(Figura 21).

Um padrdo que se pode observar é a estabilidade no ibutton central (A) durante
periodo de maior oviposicdo que se iniciou em abril e se estendeu até agosto. Durante o
periodo de desenvolvimento da criacdo, a temperatura se manteve entre 34°C e 35°C,
préximo ao ideal descrito por Dunham (1926) e Fahrenholz et al., (1989). No entanto, no
inicio do periodo de avaliacéo de abril a maio, observou-se uma variacao consideravel no
ibutton central de 5°C, 8°C, 12°C para as colonias CB4, A35 e BR5, respectivamente,
isso podendo ter ocorrido devido a quantidade reduzida de criacdo. Uma vez que a
localizacdo dos ibuttons depende desse nimero de quadros, entdo nas colénias com 3 a5
quadros de criacdo, a colocacdo desses podem ndo ser completamente centrada com a
criagdo e pode ocorrer que a criacdo se desenvolva mais no sentido de um dos ibuttons
laterais no arranque do crescimento da col6nia. Assim, para estas colonias onde se
observou uma variacdo maior no ibutton central, a temperatura medida pelo ibutton B
demonstrou ter um pouco mais de estabilidade e mais proxima dos valores anteriormente
referidos como ideais. A movimentagdo dos quadros durante a avaliacdo da coldnia
também pode introduzir alguns erros na medi¢do. Outra ocasionalidade que ocorreu foi
na coldénia CB4, em que o ibutton B apresentou defeito e a partir de 28 de junho ndo

recolhendo dados.
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A umidade relativa dentro da colmeia é fundamental para a sobrevivéncia e
desenvolvimento da colénia, tendo influencia em seu estado sanitario (Doull, 1976).

A umidade registada pelo ibutton central (A) nas colonias A4, B35 e CB4
apresentou maiores amplitudes tendo variado entre 8% e 20%. Tal como para a
temperatura, os ibuttons laterais também demonstraram uma maior variacdo de umidade
nomeadamente de 15% a 25%, nas colonias BL6 e BRS5, respetivamente. A colonia B27
foi a Gnica apresentou um pico de umidade relativa de 80,2% em junho coincidindo com
a data préxima de umas das avaliacfes ao qual possivelmente se deve a limitagfes do
sensor uma vez que nenhuma outra colonia apresentou algum padrdo similar. Essas
flutuacBes nos ibuttons lateais podem estar também relacionadas com o amadurecimento
do mel, ou ainda ter sido causadas pela ventilacdo necessaria para evacuar o excedente de
vapor de agua gerado pela concentracdo de néctar tal como proposto por (Human et al.,
2006) no estudo sobre a regulacdo da umidade dentro do ninho em Apis mellifera
scutellata.

Como os sensores foram colocados nos quadros de criagdo ndo se esperava uma
flutuacéo tdo grande e um padrao tdo diverso, em que cada colénia se comportou de forma
Unica. Apenas as colénias A35, B44, B27, BL6 e PT1 mantiveram o ibuttons A e B
estaveis, proximos ao 50% a 60% (Ellis, 2008).

Podemos ainda observar uma semelhanga no comportamento das colénias BR5,
B27 e B44 que de abril a julho apresentaram uma grande variacdo na umidade e ap0s o
més de julho, essa variacdo se equilibra e se mantem estavel até o final do periodo. Os
sensores B e C demonstraram comportamentos especificos para cada coldnia, podendo
ISso estar relacionado com a populacéo.

Uma vez que a umidade no interior do ninho depende de varios fatores como por
exemplo a disponibilidade de agua que dificulta essa regulacdo ou existéncia de um
compromisso entre a regulacdo da temperatura e a troca de gases respiratérios que podem
influenciar o nivel 6timo de umidade 40% como relatodo por Ellis, (2008) Esta, ao
contréario da temperatura, ndo é controlada de forma tdo restrita, sendo as abelhas apenas
capazes de ajustar a umidade dentro de limites considerado sub-6timos tal como foi
observado também por Human et al., (2006).

Para essa variavel os sensores em questdo apresentaram a limitagdo por
demonstrarem ter alguns pontos que saem do padrédo. Esses coincidindo com as datas das
avaliacdes e da cresta, além da data de 24 de junho de 2018 em que foi necessario realizar

a retirada dos ibuttons para descarregar os dados e liberar a memoria. Ao serem inseridos
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nos quadros com criagdo e acabam sendo molhados por geleia real e pelos fluidos das
larvas. Dessa forma, tém um maior tempo para a estabilizacdo dos dados até que as
proprias abelhas o fixem no local. De modo a minimizar o erro associado a colocagéo dos
ibuttons bem como interferéncias causadas pelos momentos de avaliacdo da coldnia,

foram eliminados os dados relativos a esses momentos.
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Figura 22: Umidade média diéria interna das 10 colénias em estudo onde o ibutton A estava posicionado no centro da criagdo e os ibutton B e C nas extremidades; * coldnias
que nédo sobreviveram ao inverno 2018/2019.
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3.5. Varroose

O nivel de infestacdo de V. destructor teve a sua primeira avaliacdo apenas em 25 de
junho, onde o0 método proposto por Bichler et al., (2013) propde que esse seja avaliado a
partir desse periodo pois é apartir desse ponto que os nives de infestacdo tendem ser mais
elevados. Conforme se pode observar na Figura 23 e em Anexos: Tabela S3, a presenca de
V. destructor foi detectada nas 12 coldnias, apesar de apenas 5 apresentarem taxas superiores
a 2% em pelo menos uma das avaliagcbes. A colonia B52 apresentou a maior taxa de
infestacdo (9,6%) na avaliagdo de outubro, esse nivel de infestacdo requeria tratamento
imediato pela recomendacédo de Honey Bee Health Coalition (2015) e Columbia (2015), que
considera que no decréscimo da populacdo (outubro) valores superiores a 3% indicam um
grande probabilidade de se perder a colénia. Em outubro observou-se ainda 4 col6nias com
valores preocupantes, a B52 com 9,6% segida da B27 com 6,2%, BR5 com 4,44%, B35 com
3,77% e PT1 com 3,07%. Destas a B27 e a B52 acabaram por morrer. No entanto, em seu
estudo com tratamentos sanitarios Gregorc et al., (2018) encontrou maiores niveis de
infestacdo nesse periodo do ano com diferentes niveis de mortalidade.

Para além disso, observa-se um desfasamento entre o pico de populagdo que ocorre em
agosto (Figura 18) e pico de infestacdo de Varroa para a maioria das coldnias em outubro.
Tal seria de esperar uma vez que o ciclo da Varroa esta atrasado relativamente ao pico de
populagédo entre um a dois meses (Honey Bee Health Coalition (2015)). No entanto, foi
aplicado tratamento a 6 de setembro de 2018 com tiras de Apitraz ®, o que nos leva a poder
considerar que o tratamento aplicado ndo se mostrou eficaz no combate a esta doenca uma
vez que em outubro continuamos com taxas extremamente elevadas. Segundo outros autores
Donzé & Guerin (1994) niveis superiores a 2% ja podem afetar de forma grave a col6nia,
podendo comprometer a sua sobrevivéncia. Um ponto que se tem que levar em consideracao
que a V. destructor é vector de um conjunto de virus além de estar relacionada com o CCD
(Le Conte et al., 2010). Dessa forma uma possivel causa do colapso de duas das coldnias
durante o inverno (B27 e B52) podera estar relacionado com os elevados niveis de infestacédo
observados na avaliagdo de outubro. Relativamente a colénia CB4 que também né&o
sobreviveu ao inverno, ndo se observou taxas de infestagdo de Varroa consideradas

preocupantes durante o periodo em estudo, sendo o maior valor observado inferior a 1%.
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3.6. Nosemose

Os resultados da detecdo molecular da Nosema spp. no conjunto das 60 abelhas por

coldnia demonstrou que a maioria das coldnias sdo positivas para a infecdo de N. ceranae, a

excecdo de 5 colbnias em dois periodos, nomeadamente a B27 e CB4 (23 de agosto) e A4,
B16 e B44 (22 de outubro de 2018) (Tabela 3). Assim, estas 5 coldnias nessas datas nao

foram submetidas a analise individual para a estimativa da taxa de infecdo.

Tabela 3: Presenca de N. ceranae (+) e auséncia (-) de N. ceranae e N. apis para cada uma das avaliagoes.

Identificagdo Colonia 20/02/2018 21/04/2018 25/06/2018 23/08/2018 22/10/2018

A35
A4
B16
B27
B35
B43
B44
B52
BL6
BR5
CB4
PT1

+

+ + + + + + + + + + +

+

+ + + + + + + + + + +

+

+ + + + + + + + + + +

+

+ + +

+ + + + +

A taxa de infecdo de N. ceranae de cada col6nia, apresentou dois momentos em que

os valores de infecdo se destacaram: (i) em abril, infecdo foi superior a 40% para 8 das 12

col6nia e de 79% para a coldnia B16 (Figura 24; Anexos:Tabela S6); (ii) em outubro também

ocorreu um ligeiro aumento para 7 das 12 col6nias (sendo o maior valor observado para a

36



B43 de 52% de taxa de infe¢do). Com um indice elevado como esse, a tendéncia para o
proximo periodo é de aumento na contaminacdo das demais abelhas, visto que as baixas
temperaturas obrigam as abelhas a permanecerem dentro da colmeia por mais tempo
obrigando-as a defecar no interior da colmeia, 0 que acaba por se tornar fonte de inoculo
(Higes et al., 2009).

Varios estudos realizados (Martin-Hernandez et al., 2007, Higes et al., 2008;Giersch,
et al., 2009, Martin-Hernandez et al., 2012) apontam para a falta de existéncia de um padrédo
de sazonalidade no aumento da infecdo de N. ceranae em contraste com o padrdo ja
conhecido para a N. apis (taxas de infecdo elevadas na primavera e aumento em outubro
embora em menor escala). No entanto, os resultados apresentados neste estudo sugerem a
existéncia de um padrdo de sazonalidade corroborando outros dois estudos (Gisder et al.,
2010 e Stevanovic et al., 2013) que observaram também os valores mais elevados de infecédo
de N. ceranae na primavera e um ligeiro aumento novamente no outono.

Contudo, é ainda de realcar que ao contrario do que € conhecido para N. apis, que
praticamente desaparece no verdo (Bailey, 1955; Hornitzy, 2005), a N. ceranae permaneceu
detectavel em todas col6nias sujeitas a analise individual ao longo de todo o periodo tal como
relatado por Martin-Hernandez et al., (2007).

A presenga de N. apis foi detetada em apenas 4 col6nias ao longo das avaliagdes tendo
uma taxa de infecdo abaixo dos 4%. Niveis baixos como esse de N. apis também foram
relatados por Hedtke (2011), Huang et al., (2015) e Gregorc et al., (2016). A baixa incidéncia
de N. apis pode ser devido as condi¢des climaticas locais que nao a favorecem, pois tem uma
maior tendéncia de aparecimento em regides com o clima mais ameno, como relatado por
Martin-Hernandez et al., (2012). A presenca de N. apis em coldnias tem decaido de 2005 até
os dias atuais, em contraponto os indices de N.ceranae tem demostrado ser mais acentuados
(Gisder, 2017). Podemos observar ainda que as coldnias B27, B44, B52 e BR5 apresentaram
um co-parasitismo de N. apis e N. ceranae em pelo menos umas das avaliagdes, sendo que
ndo se verificou nenhum padréo e essa taxa em média foi inferior a 10% (Figura 24).

Assim, em diversas regides do mundo, observa-se uma prevaléncia de N. ceranae em
relacdo a N. apis, indicando que N. ceranae tem se tornado a espécie dominante nas
populacbes mundiais de abelhas (Chen et al., 2012; Martin-Hernandez et al., 2012). No
entanto, na Europa ainda se observa um gradiente sul-norte, onde a N. ceranae tem maiores

indices de infecdo em diferentes regiGes da Europa, nomeadamente Dinamarca, Grécia, Italia
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e Espanha. Por outro lado, N. apis continua a ter uma maior prevaléncia na parte norte da
Europa, como por exemplo na Inglaterra e na Suécia (Klee et al., 2007).
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3.7. Analise das relacGes

Os resultados na andlise de relagdo com o uso da analise de trilha estdo representados
na Figura 25 e Tabela 4. Esta andlise de dados apresentou um coeficiente de determinacao
(R?) de 19%, isto é, as variaveis dependentes explicam apenas 19% da variacéo da variavel
independente (taxa de infecdo de N. ceranae). Para além disso, apenas as variaveis que
tiverem um coeficiente de trilha superior a variavel residual calculada pelo modelo podem
ser consideradas que tém uma contribuicdo significativa para a variacdo da variavel
independente. No conjunto de dados nenhuma variavel superou o valor da variavel residual
(0,898), apenas as variaveis, nimero de quadros com abelhas adultas (0,539) e o peso da
coldnia via nimero de quadros com abelhas adultas (0,446) demonstraram ter efeito mais

expressivos sobre a taxa de infestacdo de N. ceranae.

Numero de quadros cobertos com abeinas aduitas . N N
Compactagio da criagdo no quadro central
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6 I h\
i
. ‘
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Figura 25: Diagrama de trilha em cadeia, demonstrando as relagdes diretas entre as varidveis; “—” Rela¢fes

entre as variaveis dependentes; “—” Relacdo direta com a variavel de interesse.

Ainda que abaixo do efeito da variavel residual, as carateristicas nimero de quadros
com abelhas adultas (0,539) e o0 peso da col6nia via numero de quadros com abelhas adultas
(0,446) podem fornecer uma indicacéo sobre a sua relagdo da taxa de infe¢do de N. ceranae
na medida em que a alteragdo na quantidade de abelhas nas coldnias durante o veréo e
posterior retragdo com a aproximacdo do inverno poderia a afetar a taxa de infegéo de N.
ceranae (DeGrandi-Hoffman et al, 1989; Russell, Barron, & Harris, 2013)
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Tabela 4: Estimativas dos efeitos diretos e indiretos na varidvel taxa de infecdo de N. ceranae, através da
compactacéo da criagdo no quadro central, nimero de quadros cobertos com abelhas adultas, taxa de infestagéo
V. destructor, e peso coldnia.

Numero de quadros cobertos com abelhas adultas

Efeito direto sobre Taxa de infecéo de N. ceranae 0,531
Efeito indireto via Compactacéo da criacdo no quadro central -0,026
Efeito indireto via Peso col6nia -0,192
Efeito indireto via NUmero de quadros com criagdo 0,045
Efeito indireto via Taxa de infestacdo V. destructor -0.009
Total: 0.349
Peso da coldnia
Efeito direto sobre Taxa de infecdo de N. ceranae -0.232
Efeito indireto via Numero de quadros cobertos com abelhas adultas 0.440
Efeito indireto via Compactacéo da criacdo no quadro central -0.069
Efeito indireto via NUmero de quadros com criagdo 0.054
Efeito indireto via Taxa de infestacdo V. destructor -0.004
Total: 0.189
Compactacéo da criagdo no quadro central
Efeito direto sobre Taxa de infecdo de N. ceranae -0.246
Efeito indireto via Numero de quadros cobertos com abelhas adultas 0.057
Efeito indireto via Peso col6nia -0.065
Efeito indireto via NUmero de quadros com criagdo 0.050
Efeito indireto via Taxa de infesta¢do V. destructor 0.072
Total: -0.131
NUmero de quadros com criagéo
Efeito direto sobre Taxa de infegdo de N. ceranae 0.085
Efeito indireto via Numero de quadros cobertos com abelhas adultas 0.284
Efeito indireto via Compactacdo da criacdo no quadro central -0.147
Efeito indireto via NUmero de quadros com criagdo -0.150
Efeito indireto via Peso col6nia 0.045
Total: 0.116
Taxa de infestacdo V. destructor
Efeito direto sobre Taxa de infegdo de N. ceranae 0.166
Efeito indireto via Numero de quadros cobertos com abelhas adultas -0.029
Efeito indireto via Compactacdo da criacdo no quadro central -0.108
Efeito indireto via Numero de quadros com criacdo 0.005
Efeito indireto via Peso col6nia 0.023
Total: 0.056

Coeficiente de determinacdo R? = 19%
Efeito da varidvel residual = 0,898
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As correlagdes entre as diferentes varidveis explicativas em estudo sdo apresentadas
na Tabela 5, destacando-se a correlagdo do peso da col6nia com o nimero de quadros
cobertos com abelhas adultas (r=0.827, P < 0,05). Essa relagdo e considerada forte e
facilmente explicada porque o aumento da populacdo das coldnias traduz-se em parte no
aumento do peso medido (Russell et al., 2013), uma vez que o peso da coldnia pode ser
considerado como um somatorio de varias varidveis, nomeadamente crescimento da
populacéo (abelhas adultas e criacdo), néctar/mel e polen. Deste modo, peso apresenta ainda
uma correlacdo moderada/forte com o nimero de quadros com criacdo (0,648). A variavel
compactacdo da criacdo também apresenta uma correlagdo moderada com o numero de
quadros com criagdo, pois geralmente quantos mais quadros existem de criacdo na colonia
maior € a compactacdo do quadro central. Adicionalmente ainda se observou uma correlacao
moderada entre o nimero de quadros com cria¢do e com o numero de quadros cobertos com
abelhas adultas (0,534), pois quanto mais criacdo existe maior sera a quantidade de
populagéo adulta ao longo do tempo.

A relacdo entre a taxa de infestacdo de V. destructor e a compactacdo da criacdo no
quadro central também demostrou uma correlacdo moderada/fraca (0,438). Esta relacéo,
embora fraca, pode exprimir de alguma forma a relagdo intima que existente entre a criacéo
e a V. destructor. Por outras palavras, V. destructor reproduz-se tirando proveito da criagéo
abelha melifera (Michener, 2007), quanto maior é a compactacao da criacdo mais alvéolos
de criacdo estdo disponiveis para o desenvolvimento da V. destructor . No entanto, nenhuma
destas correlagdes demonstrou ser estatisticamente significativa a excecdo da correlacédo

entre o peso da coldnia e niUmero de quadros cobertos com abelhas adultas.

Tabela 5: Coeficientes de correlacdo entre as varidveis explicativas da taxa de infe¢do de N. ceranae. Os valores

em negrito apresentaram P < 0,05 (teste t-student).

NUmero de quadros ~ Compactacdo da  Peso Numero de Taxa de
Variaveis cobertos com abelhas criacdo no quadro  da quadros com  infestagdo V.
adultas central colénia criacdo destructor
Numero de quadros
cobertos com abelhas 0,108 0,827 0,534 -0,056
adultas
Compactacao da
criacdo no quadro 0,283 0,599 0,438
central
Peso da col6nia 0,648 -0,021
Numero de_ qu~adros 0,274
com criagao
Taxa de infestacdo V.
destructor
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Dada a importancia da polinizacdo realizada pela abelha e divercos relatos da
diminuicdo do nimero de colmeias a nivel mundial, este tipo de estudos de avaliacdo das
condigcdes gerais das colmeias, doencas e suas relacOes, possibilitam o melhor
entendimento e desenvolvimento a longo prazo de estratégias de combate a este problema.
Aliado a esses estudos, a caracterizacdo molecular das colénias € uma ferramenta
essencial na conservacao da espécie local, uma vez que a sua composic¢ao genética Ihes
pode conferir vantagem adaptativa neste periodo em que abelha enfrenta dificuldades
devido a diversos fatores tanto ambientais como humanos.

Sendo o objetivo o estudo da fenologia da Nosemose tipo C (N. ceranae) e o
acompanhamento das condi¢Ges gerais das colbnias para posterior verificacdo de

relacOes, é de realcar as seguintes consideracdes:

e Relativamente a0 monitoramento da temperatura e umidade no interior das
coldnias, os dados demonstraram como esperado e de acordo com a posigéo
dos sensores que tanto a temperatura como a umidade sdo controladas e
mantidas nos valores proximos dos considerados Otimos para o0
desenvolvimento da criacdo (ibutton central). J& os ibuttons laterais
demonstraram ter uma maior variacdo, o que pode estar relacionado com a

deslocacéo da criacdo e condigOes das reservas nos quadros laterais.

e Sobre a forca da colonia foi mensurada através das variaveis, nimero de
quadros cobertos com abelhas adultas, compactacdo da criacdo no quadro
central, nimero de quadros com criacdo, evolucao temporal do peso da colénia
e producdo de mel. Observou-se que a populagdo adulta apresentou o seu
crescimento maximo em agosto enquanto que a relativamente a criacdo esse
valor foi em junho. Em termos gerais, as 12 col6nias tiveram um bom
desenvolvimento, sendo que algumas se destacaram durante o periodo de
maior atividade o que culminou num bom ano de producdo de mel. Este
método de avaliacdo € de facil mensuracdo e o acompanhamento do
desenvolvimento das coldnias ao longo do tempo pode nos fornecer
informacdes importantes sobre a sua condicdo de modo a tomar medidas

adequadas ao seu desenvolvimento saudavel.
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O estudo das condigbes climaticas do apiario em conjunto com o
monitoramento da evolucdo do peso das colmeias oferece uma forma nao
invasiva de acompanhamento das mesmas (ao contrario da avaliagdo através
da forca da colonia) fornecendo dados que podem contribuir para melhorar o
manejo das colmeias por parte do apicultor, como por exemplo na altura mais
ativa das abelhas, perceber quando se devem colocar as meias algcas. No

entanto, a sua implementacdo em termos praticos € dispendiosa.

Relativamente as doencas em estudo, tal como esperado, observou-se
infestacdo de V. destructor em pelo menos uma das avaliagdes, sendo que
algumas atingiram niveis elevados, especialmente em outubro. N. ceranae foi
detetada em todos os periodos de avaliacdo para a maioria das coldnias, mas
com niveis variaveis, sendo encontrado dois picos de infe¢do, nomeadamente

em abril e outubro. A taxa de infegéo e prevaléncia de N. apis foi baixa.

Sobre as colbnias que ndo sobreviveram ao inverno, nomeadamente B27 e
B52, demonstraram ter elevados niveis de infestacdo de V. destructor e
relativamente a N. ceranae ndo apresentaram as taxas mais elevadas, sendo
plausivel o seu colapso ser explicado pela infestacdo de V. destructor. J& em
relacdo a colénia CB4 nao apresentou elevados niveis de infestacdo de V.
destructor e os niveis de infecdo de N. ceranae também ndo foram dos mais
elevados. No entanto demonstrou ser a coldnia mais forte a nivel de criacéo e
producdo de mel, o que podera ter levado a rainha a “exaustao” e a falha na
substituicdo da rainha numa altura em que praticamente nédo existe zangaos
culminando no seu colapso. Assim, nem sempre as col6nias mais produtivas
e com maior populacdo se tornam sustentaveis, acabam por colapsar durante

o0 inverno, exigindo um maior cuidado por parte do apicultor.

Quanto ao estudo das relagdes através da analise de trilha, os resultados ndo
sdo conclusivos uma vez que o modelo apenas consegue explicar 19% da
variagdo da taxa de infecdo de N. ceranae. No estudo das correlagdes entre
variaveis, observou-se uma relagdo moderada do nimero de quadros com

criagdo com compactacédo da criagdo no quadro central, nimero de quadros
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cobertos com abelhas adultas e peso da col6nia. Apenas uma das correlagdes
demonstrou ser forte e significativa, sendo ela entre 0 nimero de quadros com
abelhas e o0 peso da col6nia. Estas correlacbes sdo expectaveis tendo em conta

as caracteristicas do desenvolvimento das colbnias.

Por esse estudo ter sido realizado em paralelo ao projeto de investigacao
“BEEHEAL”, 0 seu prosseguimento ird fornecer mais informagéo acerca do
modo como a Nosemose tipo C pode afetar a for¢a colonia. Para além disso,
seria interessante a busca por métodos de controle para a Nosemose,
nomeadamente, controle de esporos, higiene das caixas, métodos de

desinfecdo, etc.
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6. ANEXOS

Tabela S1: Relacdo numero de identificacdo extracdo com identificacao coldnias.

Identificacdo Identificacédo

extracao Colonia

1550 B16
1551 A36
1552 B36
1553 B35
1554 B27
1555 B44
1556 A27
1557 B52
1558 CB4
1559 Al8
1561 BR5
1562 BL6
1563 B43
1564 A4

1565 PT1
1566 A35

1607 B16




Figura S1: Gel de eletroforese para a verificacdo da qualidade do DNA extraido.
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Figura S2: Gel de eletroforese para a verificacdo da qualidade do produto PCR.
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Figura S3: Alinhamento do mtDNA com o uso do software MEGA X.
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Tabela S2: Evolucédo dos pesos durante o periodo em estudo.

Data PT1 BR5 A4 A35 CB4* BL6 B16 B52* B27* B44 B35 B43
21/04/2018 | 0.04 0.42 0.01 1.21 -0.38 577 054 131 329 7.02 120
22/04/2018 | 0.14 0.35 0.05 2.13 0.04 6.01 073 164 365 7.40 150
23/04/2018 | 0.24 0.38 0.25 216 0.52 6.28 095 193 404 7.89 191
24/04/2018 | 0.45 0.41 054 218 1.07 6.67 122 232 461 858 241
25/04/2018 | 0.74 0.42 0.75 221 142 6.98 140 257 504 09.06 2.69
26/04/2018 | 0.90 0.39 0.79 222 151 710 147 269 525 930 278
27/04/2018 | 0.90 0.32 0.74 220 1.45 710 144 266 534 931 271
28/04/2018 | 0.83 0.23 0.67 216 1.33 7.02 138 257 533 923 256
29/04/2018 | 0.74 0.27 0.67 221 1.25 7.00 156 258 530 9.27 252
30/04/2018 | 0.74 0.29 0.62 220 1.22 692 156 244 520 918 247
01/05/2018 | 0.72 0.13 0.39 2.08 0.93 6.73 126 204 507 894 220
02/05/2018 | 0.97 0.01 0.31 199 0.72 654 115 184 474 879 190
03/05/2018 | 2.20 -0.01 0.23 195 0.72 650 120 183 460 875 1.85
04/05/2018 | 2.14 -0.08 0.07 1.85 0.87 6.57 103 194 457 885 201
05/05/2018 | 1.71 -0.05 0.12 181 1.20 6.66 065 216 464 910 224
06/05/2018 | 0.71 0.11 050 1.86 2.01 707 098 280 5.09 979 280
07/05/2018 | 1.28 0.31 094 198 2.84 753 133 344 567 1056 3.31
08/05/2018 | 1.85 0.53 135 213 3.64 801 169 4.07 6.25 1144 382
09/05/2018 | 2.39 0.58 1.66 2.25 4.31 8.44 188 4.62 6.84 1219 4.24
10/05/2018 | 2.81 0.61 1.97 238 5.02 893 207 526 7.61 1290 4.71
11/05/2018 | 3.20 0.74 2.64 257 6.28 985 250 6.30 895 1424 5.62
12/05/2018 | 3.91 0.76 2.95 267 6.75 10.25 2.65 6.75 947 14.82 590
13/05/2018 | 411 0.71 293 2.69 6.58 1023 2.62 6.77 9.28 1469 5.62
14/05/2018 | 3.93 0.89 3.33 285 7.43 1088 3.12 7.10 9.31 1541 558
15/05/2018 | 4.35 1.17 4.42 3.13 9.89 1249 418 7.61 9.62 1750 5.76
16/05/2018 | 5.82 148 577 3.38 12.15 1412 529 10.04 12.00 20.02 8.31
17/05/2018 | 7.53 1.81 7.07 3.71 14.32 1561 6.39 12.48 14.55 2240 9.37
18/05/2018 | 9.22 2.00 7.70 3.92 15.16 16.17 7.06 13.90 15.78 23.58 10.29
19/05/2018 | 10.03 2.18 8.72 4.16 16.96 1739 7.89 16.05 17.44 25.80 12.09
20/05/2018 | 11.42 2.47 10.08 4.48 19.32 19.04 8.94 18.64 19.48 28.16 14.11
21/05/2018 | 13.05 2.74 11.69 4.76 21.90 20.87 10.03 21.42 21.87 30.80 16.25
22/05/2018 | 14.83 3.04 13,51 5.05 24.49 22,77 1130 24.20 24.40 33.53 18.53
23/05/2018 | 16.80 3.42 15.11 542 26.19 2445 1212 26.00 26.51 35.15 20.01
24/05/2018 | 18.53 3.77 16.40 5.82 27.24 25.73 1279 27.18 28.05 36.18 20.81
25/05/2018 | 19.80 4.19 16.75 6.34 27.71 25.87 13.61 27.95 28.66 36.54 21.12
26/05/2018 | 20.16 4.15 17.03 6.23 27.98 2593 13.61 27.73 28.32 36.64 21.18
27/05/2018 | 20.09 4.27 18.85 6.28 29.87 2742 1456 29.48 29.45 38.54 22.86
28/05/2018 | 21.48 4.53 20.32 6.43 31.38 28.63 1544 31.11 30.87 40.18 24.29
29/05/2018 | 22.57 4.80 21.41 6.62 32.39 29.34 16.20 32.24 31.69 41.11 25.16
30/05/2018 | 23.30 4.95 22.86 6.75 33.78 30.05 17.12 33.47 32.25 42.03 26.48

58



Tabela S2: Continuagéo

31/05/2018
01/06/2018
02/06/2018
03/06/2018
04/06/2018
05/06/2018
06/06/2018
07/06/2018
08/06/2018
09/06/2018
10/06/2018
11/06/2018
12/06/2018
13/06/2018
14/06/2018
15/06/2018
16/06/2018
17/06/2018
18/06/2018
19/06/2018
20/06/2018
21/06/2018
22/06/2018
23/06/2018
24/06/2018
25/06/2018
26/06/2018
27/06/2018
28/06/2018
29/06/2018
30/06/2018
01/07/2018
02/07/2018
03/07/2018
04/07/2018
05/07/2018
06/07/2018
07/07/2018
08/07/2018
09/07/2018
10/07/2018
11/07/2018
12/07/2018

23.94
23.82
2474
25.90
27.19
27.73
27.99
28.32
28.95
29.73
29.33
29.32
29.31
29.37
29.69
29.93
30.25
30.59
30.87
31.50
32.16
32.95
33.66
34.99
3491
35.52
36.15
36.96
37.95
38.92
40.27
41.60
41.19
41.38
40.98
41.00
41.43
4253
43.48
44.68
45.88
47.04
48.06

4.93
5.20
5.62
6.03
6.18
6.41
6.67
6.98
7.38
7.38
7.53
7.84
8.08
8.40
8.51
8.67
8.76
8.85
9.03
9.21
9.55
9.92
10.65
10.55
10.75
11.03
11.28
11.45
11.66
12.01
12.56
12.46
12.51
12.42
12.65
12.83
13.48
14.09
14.87
15.69
16.51
17.20
17.37

23.97
25.16
26.68
28.10
28.48
28.77
29.29
30.20
30.68
30.50
30.64
31.11
31.65
32.28
32.53
32.87
33.11
33.40
33.86
34.34
3491
35.42
36.53
36.46
36.66
37.18
37.73
38.16
38.69
39.60
40.80
40.53
40.62
40.37
40.31
40.64
41.61
42.49
43.70
44.90
46.01
46.98
47.06

6.96
7.33
7.79
8.39
8.77
8.96
9.26
9.72
10.04
9.89
9.95
10.11
10.28
10.55
10.63
10.79
10.95
11.10
11.36
11.72
12.25
12.64
13.31
13.37
13.80
14.40
15.07
15.57
16.33
17.30
18.35
17.91
18.02
17.76
18.22
18.91
20.16
21.12
2251
23.78
24.97
25.87
26.05

34.93
36.39
38.21
39.83
40.31
40.47
41.13
42.16
42.71
42.38
42.48
42.76
43.67
44.73
45.48
46.24
46.82
47.26
47.80
48.31
48.90
49.35
50.28
50.20
50.56
51.02
51.29
51.36
51.50
52.14
53.18
52.86
52.86
52.55
52.73
53.13
54.12
55.01
56.04
56.89
57.53
58.01
57.73

13.89
13.70
13.81
14.12
14.47
14.93
15.48
15.96
16.31
16.54

29.88
30.72
31.67
32.70
33.00
33.02
3341
34.02
34.18
3391
34.04
34.48
35.14
35.92
36.34
36.81
37.21
37.46
37.77
38.13
38.52
38.85
39.36
39.12
39.27
39.01
37.62
37.68
37.74
3791
38.41
38.14
38.21
38.12
37.94
3791
38.12
38.22
38.24
38.30
38.34
38.20
38.09

17.89
18.91
20.14
21.32
21.89
22.08
2241
23.06
23.76
2351
23.52
23.55
23.61
24.06
2442
24.76
25.11
25.42
25.88
26.28
26.89
27.39
28.57
28.46
29.05
29.45
29.46
30.08
30.75
31.82
32.96
32.46
32.58
32.28
32.37
32.79
33.70
34.59
35.73
36.83
37.90
38.57
38.32

34.54
35.84
37.23
38.50
38.96
39.27
39.33
40.10
40.82
40.41
40.33
40.57
40.88
41.27
41.41
41,57
41.65
41.68
41.83
41.96
42.18
42.41
43.08
42.65
42.70
42.75
42.69
42.71
42.91
4355
44.92
4451
44.42
43.94
4356
43.75
44.18
44.64
45.23
45.79
46.27
46.87
46.51

3211
33.38
34.99
36.60
37.42
37.62
37.77
38.55
39.13
38.71
38.52
38.63
39.12
39.86
40.29
40.66
41.00
41.46
42.20
42.93
43.51
41.43
44,92
44.69
45.07
45.23
45.10
45.15
45.23
45.76
46.79
46.28
46.32
45.82
45.57
45.75
46.23
46.79
47.55
48.31
49.01
49.29
49.00

41.92
43.13
4455
45.97
46.66
47.04
47.38
48.16
48.87
48.73
48.68
48.71
48.71
49.17
49.58
49.94
50.27
50.43
50.81
51.17
51.83
52.30
53.54
53.42
54.07
54.91
55.20
55.07
55.35
56.01
57.18
56.89
56.98
56.85
57.02
57.55
58.60
59.70
60.74
61.74
62.65
63.33
63.25

27.41
28.34
29.58
30.93
31.39
31.57
32.03
32.65
32.97
32.76
32.74
32.83
33.05
33.54
33.90
34.33
34.57
34.84
35.15
35.47
35.85
36.15
36.83
36.77
37.12
37.58
37.92
38.02
38.20
38.55
39.42
38.99
38.94
38.49
38.66
39.07
40.43
41.48
43.18
44.87
46.44
48.94
54.30
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Tabela S2: Continuagéo

13/07/2018
14/07/2018
15/07/2018
16/07/2018
17/07/2018
18/07/2018
19/07/2018
20/07/2018
21/07/2018
22/07/2018
23/07/2018
24/07/2018
25/07/2018
26/07/2018
27/07/2018
28/07/2018
29/07/2018
30/07/2018
31/07/2018
01/08/2018
02/08/2018
03/08/2018
04/08/2018
05/08/2018
06/08/2018
07/08/2018
08/08/2018
09/08/2018
10/08/2018
11/08/2018
12/08/2018
13/08/2018
14/08/2018
15/08/2018
16/08/2018
17/08/2018
18/08/2018
19/08/2018
20/08/2018
21/08/2018
22/08/2018
23/08/2018
24/08/2018

48.21
48.94
49.21
49.93
50.38
51.27
52.34
53.64
54.64
54.77
55.65
56.73
57.98
59.26
60.38
61.24
62.07
62.85
63.83
64.85
65.47
65.98
66.01
65.64
65.55
65.40
65.19
65.17
64.91
64.78
64.64
64.64
64.79
64.71
64.57
64.51
64.53
64.32
64.19
64.10
63.91
63.72
63.70

18.03
18.39
18.87
19.14
19.80
20.53
21.52
22.23
22.40
22.78
23.35
23.90
24.44
24.77
24.97
25.43
25.88
26.39
26.94
27.43
27.95
28.17
28.18
28.18
28.22
28.09
27.92
28.09
28.24
28.45
28.59
28.83
29.13
29.42
29.66
29.92
29.87
29.79
29.70
29.65
29.72
29.68
29.47

47.69
48.01
48.65
49.01
50.01
51.18
52.47
53.62
53.77
54.57
55.95
57.21
58.43
59.59
60.47
61.33
62.22
63.10
63.85
64.40
64.91
64.96
64.76
64.71
64.65
64.41
64.35
64.05
64.01
63.97
63.98
63.81
63.89
63.85
63.89
63.89
63.73
63.72
63.70
63.61
63.65
63.59
63.05

26.96
27.40
28.22
28.78
29.71
30.76
31.90
33.08
33.12
34.16
35.76
37.19
38.54
39.97
40.98
41.90
43.12
44.28
45.34
46.13
47.08
47.32
47.41
47.65
47.93
47.90
48.00
47.98
48.17
48.43
48.67
48.70
49.05
49.24
49.35
49.50
49.51
49.65
49.65
49.72
49.88
49.98
49.65

58.27
58.44
58.85
59.16
59.80
60.24
60.92
61.89
62.46
62.81
63.28
64.08
64.85
65.56
65.94
66.51
67.13
67.74
68.42
68.83
69.19
69.26
69.01
69.00
68.79
68.65
68.65
68.56
68.60
68.57
68.61
68.64
68.60
68.58
68.54
68.31
68.31
68.28
68.23
68.20
68.09
68.85
70.47

16.94
17.15
17.66
18.07
18.70
19.35
20.19
21.03
21.24
21.90
22.80
23.68
24.52
25.28
25.83
26.42
26.93
27.65
28.30
28.80
29.28
29.40
29.29
29.36
29.47
29.42
29.28
2941
29.50
29.61
29.73
29.84
29.73
29.92
30.05
30.14
30.13
30.18
30.24
30.26
30.31
30.23
29.95

38.27
38.08
37.98
37.91
37.89
37.88
37.85
37.89
37.81
37.93
37.94
37.95
37.93
37.93
371.77
37.80
37.71
37.78
37.77
37.76
37.63
37.48
37.30
37.14
36.99
36.78
36.64
36.56
36.49
36.41
36.21
36.19
36.13
35.94
35.90
35.82
35.65
35.59
35.50
35.50
35.49
35.46
35.30

38.84
38.91
39.33
39.72
40.54
41.34
42.03
42.88
43.05
43.87
44.93
45.92
46.78
47.68
48.22
48.87
49.41
50.24
50.97
51.47
51.94
52.01
51.78
51.69
51.53
51.23
51.02
50.93
50.80
50.70
50.59
50.65
50.62
50.39
50.43
50.45
50.22
50.19
50.18
49.93
50.10
50.17
50.03

46.93
46.90
47.24
47.35
47.81
48.33
48.92
49.62
49.75
50.14
50.80
51.40
52.05
52.58
52.93
53.29
53.76
54.15
54.69
54.88
55.19
55.10
54.88
54.73
54.59
54.33
54.23
54.00
53.85
53.72
53.57
53.49
53.39
53.21
53.08
53.02
52.86
52.72
52.60
52.24
52.27
52.22
52.13

49.26
49.18
49.20
49.12
49.42
49.88
50.45
51.02
51.03
51.37
51.77
52.13
52.67
53.09
53.42
53.76
54.10
54.42
54.54
54.61
54.60
54.38
54.09
53.82
53.59
53.34
53.28
53.06
52.82
52.62
52.46
52.24
52.13
51.96
51.79
51.68
5151
51.35
51.24
51.14
51.06
51.08
51.01

63.97
64.26
64.73
64.98
65.63
66.34
67.20
67.94
68.03
68.64
69.53
70.34
71.16
7181
72.31
72.78
73.39
74.00
74.59
74.94
75.28
75.26
74.96
74.74
74.55
74.19
73.95
73.66
73.50
73.37
73.25
73.07
73.14
73.04
72.96
72.80
72.64
72.48
72.37
72.26
72.14
71.95
71.47

55.07
55.47
56.11
56.68
57.51
58.30
59.47
60.56
60.49
61.11
62.25
63.07
64.09
64.99
65.59
66.35
67.18
68.08
69.26
70.07
70.74
70.91
70.65
70.50
70.36
69.96
69.81
69.33
69.16
69.04
68.73
68.71
68.71
68.49
68.34
68.20
67.93
67.80
67.62
67.35
67.18
66.70
65.92
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25/08/2018
26/08/2018
27/08/2018
28/08/2018
29/08/2018
30/08/2018
31/08/2018
01/09/2018
02/09/2018
03/09/2018
04/09/2018
05/09/2018
06/09/2018
07/09/2018
08/09/2018
09/09/2018
10/09/2018
11/09/2018
12/09/2018
13/09/2018
14/09/2018
15/09/2018
16/09/2018
17/09/2018
18/09/2018
19/09/2018
20/09/2018
21/09/2018
22/09/2018
23/09/2018
24/09/2018
25/09/2018
26/09/2018
27/09/2018
28/09/2018
29/09/2018
30/09/2018
01/10/2018
02/10/2018
03/10/2018
04/10/2018
05/10/2018
06/10/2018

63.53
63.43
63.34
63.16
62.78
62.98
62.80
62.73
62.61
62.50
62.47
62.42
62.25
32.52
2.89
2.99
3.63
3.23
3.55
3.53
3.43
3.34
3.38
3.45
3.58
3.87
3.93
3.89
3.95
4.02
4.04
413
4.13
4.33
4.48
4.49
4.44
441
431
411
4.01
4.32
4.62

29.45
29.44
29.36
29.37
29.26
29.32
29.31
29.28
29.23
29.06
29.00
28.96
21.36
13.57
13.66
14.05
13.72
13.70
13.58
13.48
13.43
13.41
13.36
13.25
13.11
13.12
13.10
13.08
13.07
13.02
13.02
12.91
12.83
12.79
12.80
12.81
12.78
12.72
12.64
12.52
12.48
12.35
12.29

62.99
62.85
62.79
62.73
62.58
62.50
62.41
62.30
62.19
62.03
61.55
61.53
35.20
8.78
8.84
9.35
9.02
9.13
8.96
8.89
8.87
8.88
8.91
8.87
8.78
8.84
8.83
8.86
8.83
8.83
8.87
8.71
8.57
8.54
8.54
8.49
8.41
8.29
8.12
8.05
7.90
7.68
7.60

49.69
49.69
49.66
49.71
49.55
49.71
49.70
49.48
49.54
49.54
49.28
49.19
31.36
13.21
13.34
13.48
13.45
14.15
14.00
13.91
13.84
13.86
13.80
13.78
14.02
1411
1411
14.07
13.93
14.05
14.16
14.05
13.98
14.02
13.92
14.03
14.06
14.06
13.97
14.08
14.09
14.34
14.36

70.40
70.32
70.32
70.22
70.17
70.17
70.16
70.03
69.96
69.96
69.79
69.48
38.10
6.44
6.42
6.81
6.61
6.89
6.69
6.58
6.52
6.51
6.49
6.51
6.52
6.48
6.45
6.42
6.37
6.34
6.36
6.27
6.17
6.16
6.14
6.09
6.03
5.89
5.75
5.65
5.73
5.63
5.47

29.94
29.88
29.88
29.94
29.69
29.85
29.93
29.96
29.93
29.96
29.78
29.58
21.56
12.78
12.86
13.00
12.82
13.04
12.92
12.85
12.81
12.79
12.73
12.69
12.65
12.60
12.51
12.46
12.26
12.14
12.12
12.02
11.99
11.94
11.83
11.87
11.84
11.80
11.73
11.64
11.53
11.37
11.32

35.35
35.36
35.47
35.41
3541
35.57
35.63
35.51
35.55
35.53
35.39
35.38
22.68
9.92
10.14
10.51
10.30
10.58
10.59
10.62
10.64
10.68
10.71
10.71
10.70
10.80
10.86
10.81
10.70
10.83
10.88
10.83
10.76
10.77
10.79
10.75
10.63
10.60
10.52
10.46
10.39
10.32
10.18

49.96
49.91
49.82
49.85
49.85
49.93
49.89
49.78
49.70
49.64
49.45
49.12
32.32
15.41
15.57
16.16
15.63
15.67
15.44
15.30
15.18
15.13
15.09
15.08
15.06
15.03
14.95
14.94
14.93
14.84
14.85
14.72
14.59
14.52
14.59
14.58
14.53
14.44
1431
14.14
14.10
13.96
13.88

52.09
52.07
52.06
52.01
51.83
51.93
51.89
51.81
51.71
51.67
51.61
51.40
28.52
5.52
5.65
6.07
5.53
5.65
551
5.39
5.29
5.18
5.08
5.00
4.97
491
4.82
4.71
4.61
4.61
4.55
4.45
4.34
4.28
4.29
4.23
412
4.10
4.02
3.94
3.81
3.64
3.54

50.82
50.79
50.74
50.67
50.43
50.43
50.35
50.24
50.13
50.10
49.77
49.77
26.81
3.74
3.69
3.84
3.68
4.09
3.88
3.78
3.72
3.68
3.57
3.38
3.44
3.45
3.46
3.45
3.39
3.38
3.44
3.38
3.25
3.23
3.27
3.28
3.26
3.20
3.08
3.27
3.21
3.09
3.06

71.42
71.39
71.39
71.27
71.07
71.13
71.06
70.92
70.80
70.67
70.28
70.23
41.26
12.28
12.36
12.48
12.42
12.88
12.70
12.57
12.53
12.52
12.50
12.45
12.34
12.41
12.41
12.42
12.45
12.48
12.50
12.40
12.28
12.26
12.29
12.29
12.25
12.15
12.04
11.99
11.91
11.79
11.70

65.57
65.27
65.17
65.04
64.83
64.75
64.62
64.38
64.09
63.73
63.53
63.17
40.45
16.34
16.22
16.44
15.69
15.72
15.32
15.05
14.89
14.76
14.60
14.42
14.41
14.32
14.22
14.10
13.91
13.76
13.66
13.55
13.46
13.32
13.33
13.28
13.20
13.08
1291
12.73
12.63
12.43
12.29
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07/10/2018
08/10/2018
09/10/2018
10/10/2018
11/10/2018
12/10/2018
13/10/2018
14/10/2018
15/10/2018
16/10/2018
17/10/2018
18/10/2018
19/10/2018
20/10/2018
21/10/2018
22/10/2018
23/10/2018
24/10/2018
25/10/2018
26/10/2018
27/10/2018
28/10/2018
29/10/2018
30/10/2018
31/10/2018
01/11/2018
02/11/2018
03/11/2018
04/11/2018
05/11/2018
06/11/2018
07/11/2018
08/11/2018
09/11/2018
10/11/2018
11/11/2018
12/11/2018
13/11/2018
14/11/2018
15/11/2018
16/11/2018
17/11/2018
18/11/2018

4.52
4.38
4.33
4.26
411
412
4.04
4.03
3.86
4.18
4.25
4.01
4.06
3.75
3.62
3.56
3.55
3.31
3.21
3.07
3.13
3.10
2.97
2.94
3.35
3.34
3.15
3.19
3.02
3.15
3.67
3.61
3.72
3.55
3.64
3.74
3.88
4.03
3.64
3.53
3.50
3.40
3.34

12.17
12.01
11.95
11.89
11.97
11.95
11.85
11.78
11.94
11.95
11.78
11.81
11.59
11.45
11.34
11.30
11.39
11.31
11.18
11.13
11.07
10.97
10.90
11.20
11.19
11.07
11.07
10.92
10.99
11.37
11.40
11.44
11.29
11.38
11.46
11.49
11.54
11.28
11.18
11.16
11.04
11.00
10.96

7.49
7.37
7.24
7.05
7.21
7.24
7.17
7.10
7.27
7.31
7.20
7.25
7.10
6.96
6.87
6.65
6.42
6.39
6.31
6.34
6.31
6.20
6.14
6.39
6.40
6.30
6.30
6.14
6.21
6.67
6.67
6.85
6.73
6.78
6.97
7.09
7.26
7.01
6.91
6.84
6.67
6.60
6.54

14.26
14.08
13.79
13.77
13.86
13.76
13.59
14.33
14.14
13.59
13.42
13.48
13.30
13.17
13.06
12.84
12.76
12.68
12.62
12.62
12.55
12,51
12.43
12.70
12.59
12.47
12.47
12.33
12.48
12.79
12.72
12.73
12.66
12.71
12.79
12.93
12.95
12.64
12.62
12.53
12.40
1231
12.33

5.32
5.21
5.12
5.02
5.19
5.20
5.21
6.05
5.77
5.37
5.19
5.35
5.00
4.77
4.63
4.47
4.19
4.08
3.94
3.92
3.88
3.74
3.65
4.00
4.01
3.81
3.94
3.66
3.67
417
4.24
431
4.03
4.25
4.45
4.32
4.34
3.99
3.88
3.87
3.65
3.55
3.51

11.23
11.04
10.89
10.86
10.91
10.78
10.75
10.71
10.79
10.73
10.62
10.62
10.43
10.33
10.28
10.14
9.93
9.78
9.72
9.71
9.64
9.58
9.52
9.68
9.60
9.52
9.54
9.43
9.50
9.73
9.71
9.72
9.61
9.66
9.74
9.78
9.78
9.56
9.51
9.45
9.38
9.35
9.34

10.06
9.99
9.91
9.78
9.87
9.85
9.79
9.74
9.84
9.84
9.77
9.81
9.68
9.59
9.52
9.36
9.20
9.16
9.09
9.02
8.98
8.92
8.86
9.01
8.95
8.84
8.89
8.78
8.85
9.08
9.08
9.11
8.98
9.04
9.12
9.17
9.14
8.90
8.84
8.81
8.72
8.69
8.66

13.81
13.67
13.52
13.46
13.65
13.59
13.52
13.42
13.63
13.64
13.49
13.54
13.29
13.14
13.07
12.89
12.62
12.52
12.39
12.42
12.37
12.25
12.22
12.55
12.51
12.36
12.41
12.26
12.43
12.94
12.99
13.18
13.00
13.15
13.26
13.57
13.54
13.10
12.97
12.92
12.75
12.68
12.66

3.46
3.30
3.19
3.09
3.32
3.06
2.95
291
3.37
3.30
2.85
3.09
2.56
241
231
2.48
2.68
2.58
2.46
2.37
2.30
2.19
212
2.57
2.36
2.01
211
1.86
2.09
2.58
2.57
2.49
2.30
2.53
243
2.66
2.66
2.10
1.83
1.76
1.55
1.46
1.43

3.01
2.85
2.60
2.55
2.69
2.66
2.62
2.62
2.88
2.81
2.63
2.88
2.52
242
2.37
2.18
1.98
1.93
1.87
1.81
1.77
1.75
1.70
1.97
1.88
1.76
1.82
1.69
1.92
2.33
2.27
2.32
2.22
231
2.39
2.55
2.54
231
2.25
2.22
211
2.06
2.08

11.63
11.51
11.34
11.30
11.44
11.35
11.33
11.26
11.48
1141
11.27
11.42
11.15
11.05
10.98
10.85
10.67
10.59
10.53
10.51
10.50
10.44
10.39
10.73
10.60
10.44
10.55
10.36
10.54
10.83
10.86
10.82
10.72
10.81
10.88
11.01
10.93
10.70
10.61
10.63
10.51
10.49
10.50

12.17
12.06
11.84
11.61
12.08
11.85
11.55
11.57
12.18
12.25
11.91
12.20
11.55
11.28
11.17
10.92
10.65
10.55
10.47
10.36
10.34
10.27
10.19
11.21
11.14
10.69
10.69
10.29
10.60
11.45
11.52
1141
11.31
11.60
11.60
11.81
11.92
11.39
11.07
11.04
10.76
10.60
10.48
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19/11/2018
20/11/2018
21/11/2018
22/11/2018
23/11/2018
24/11/2018
25/11/2018
26/11/2018
27/11/2018
28/11/2018
29/11/2018
30/11/2018
01/12/2018
02/12/2018
03/12/2018
04/12/2018
05/12/2018
06/12/2018
07/12/2018
08/12/2018
09/12/2018
10/12/2018
11/12/2018
12/12/2018
13/12/2018
14/12/2018
15/12/2018
16/12/2018
17/12/2018
18/12/2018
19/12/2018
20/12/2018
21/12/2018
22/12/2018
23/12/2018
24/12/2018
25/12/2018
26/12/2018
27/12/2018
28/12/2018
29/12/2018
30/12/2018
31/12/2018

3.29
3.56
3.49
3.47
3.56
3.58
3.60
3.64
3.40
321
3.14
3.32
3.35
3.14
3.07
3.05
2.96
2.85
2.85
2.78
2.73
2.62
2.56
2.54
2.60
2.81
2.66
2.90
3.18
2.98
2.98
3.08
3.02
2.86
2.86
2.76
2.69
2.66
2.59
2.58
2.51
2.34
2.17

11.16
11.12
11.08
11.16
11.19
11.24
11.22
11.02
10.83
10.75
10.83
10.90
10.78
10.74
10.66
10.56
10.46
10.45
10.37
10.31
10.19
10.12
10.06
10.08
10.31
10.15
10.26
10.48
10.36
10.37
10.50
10.50
10.42
10.40
10.30
10.25
10.19
10.10
10.07
10.01
9.85
9.70
9.56

6.71
6.67
6.64
6.70
6.74
6.77
6.83
6.68
6.50
6.42
6.47
6.53
6.42
6.37
6.31
6.21
6.04
6.01
5.93
5.83
5.70
5.61
5.56
5.58
5.77
5.64
5.71
6.04
5.97
5.96
6.04
6.04
5.94
5.90
5.81
5.74
5.67
5.54
5.50
5.43
5.27
5.06
4.88

12.44
12.38
12.43
12.49
12.48
12.51
12.49
12.29
12.16
12.06
12.22
12.13
12.05
12.00
11.98
11.82
11.74
11.64
11.59
11.52
11.43
11.40
11.36
11.42
11.53
11.41
11.50
11.76
11.64
11.63
11.70
11.65
11.55
11.51
11.41
11.37
11.27
11.19
11.15
11.04
10.82
10.69
10.55

3.82
3.67
3.55
3.69
3.73
3.77
3.82
3.59
3.19
3.07
3.22
341
3.17
3.18
3.15
3.10
2.94
2.96
2.88
2.75
2.65
2.57
2.55
2.63
2.93
2.68
2.81
2.72
1.86
1.35
1.39
0.72
-0.21
-0.71
-1.43
-1.96
-1.97
-2.09
-2.07
-2.07
-2.19
-2.34
-2.46

9.45
9.40
9.38
9.44
9.42
9.45
9.45
9.30
9.17
9.11
9.20
9.18
9.09
9.06
9.06
8.98
8.89
8.86
8.81
8.76
8.68
8.62
8.59
8.63
8.75
8.62
8.69
8.84
8.74
8.74
8.81
8.77
8.71
8.67
8.60
8.58
8.54
8.45
8.43
8.37
8.22
8.08
7.99

8.76
8.72
8.70
8.74
8.72
8.74
8.73
8.55
8.39
8.34
8.40
8.39
8.32
8.30
8.28
8.21
8.12
8.10
8.04
8.00
791
7.84
7.81
7.82
7.97
7.86
7.92
8.13
8.01
8.01
8.07
8.04
7.96
7.94
7.88
7.83
7.79
7.71
7.69
7.65
7.54
7.40
7.29

12.86
12.79
12.87
13.06
13.08
13.16
13.18
12.88
12.59
12.53
12.75
12.79
12.58
12.55
12.52
12.42
12.30
12.29
12.18
12.10
11.97
11.88
11.86
11.92
12.25
12.03
12.29
12.76
12.63
12.66
12.87
12.74
12.61
12.56
12.38
12.29
12.22
12.10
12.09
12.05
11.87
11.68
11.52

1.84
1.71
1.79
1.93
2.07
2.15
2.11
1.53
0.59
0.00
0.01
-0.09
-0.78
-0.96
-1.21
-1.51
-1.88
-1.92
-2.07
-2.12
-2.21
-2.25
-2.26
-2.20
-1.83
-2.15
-1.77
-1.39
-1.54
-1.49
-1.38
-1.50
-1.62
-1.60
-1.71
-1.78
-1.84
-1.89
-1.89
-1.92
-2.00
-2.09
-2.17

2.24
2.20
2.23
2.33
2.34
2.39
241
2.18
2.01
1.96
2.16
2.13
1.97
1.92
1.91
1.80
1.71
1.68
1.63
1.61
1.53
1.49
1.46
1.50
1.69
1.53
1.66
1.97
1.85
1.87
1.96
1.87
1.80
1.79
1.68
1.63
1.56
1.50
1.49
1.41
1.28
1.15
1.05

10.70
10.62
10.69
10.74
10.75
10.81
10.79
10.57
10.39
10.35
10.52
10.50
10.36
10.35
10.35
10.28
10.20
10.21
10.15
10.11
10.02
9.97
9.94
9.96
10.20
9.99
10.18
10.46
10.29
10.33
10.48
10.45
10.33
10.30
10.17
10.09
10.05
9.99
9.97
9.92
9.78
9.65
9.54

11.43
11.28
11.37
11.55
11.56
11.62
11.63
11.03
10.52
10.36
10.75
10.83
10.56
10.45
10.32
10.14
9.88
9.81
9.68
9.63
9.54
9.49
9.44
9.45
10.28
9.69
9.60
10.00
9.84
9.84
9.97
9.92
9.82
9.76
9.62
9.53
9.46
9.34
9.30
9.23
9.04
8.89
8.73
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Tabela S2: Continuacéo

01/01/2019 | 2.01 9.47 4.78 10.43
02/01/2019 | 1.91 9.39 4.68 10.36
03/01/2019 | 1.81 9.29 4.56 10.25

-251 791
-2.56 7.83
-2.61 7.74

7.22 1144 -222 099 9.46 8.57
7.15 1136 -2.25 0.93 9.40 8.45
7.07 1123 -2.30 0.85 9.33 8.37

Tabela S3: Dados do teste do agucar

Peso do copo +

NUmero de

Data Identificagéo col6nia Peso do copo . % Varroa
abelhas 4caros
A4 57 115 0 0.00
PT1 47 103 0 0.00
BR5 43 97 3 0.56
Al8 47 105 4 0.69
BL6 35 95 0 0.00
A27 42 91 1 0.20
CB4 42 93 0 0.00
A35 42 95 0 0.00
25/06/2018 B27 43 91 1 0.21
B16 43 116 0 0.00
B52 41 93 0 0.00
A36 44 101 0 0.00
B35 43 105 0 0.00
B44 43 97 2 0.37
B43 46 106 0 0.00
B36 46 107 0 0.00
B36 73 113 0 0.00
B43 82 120 3 0.79
B44 88 144 2 0.36
B35 83 129 4 0.87
A27 88 142 1 0.19
Al8 81 121 5 1.25
A36 76 135 1 0.17
B52 79 126 10 2.13
23/08/2018 B16 76 115 0 0.00
B27 76 137 38 6.23
BL6 75 136 2 0.33
A35 76 144 5 0.74
CB4 78 129 3 0.59
A4 78 139 0 0.00
PT1 72 137 2 0.31
BR5 74 158 12 1.43
A35 71 119 2 0.42
BL6 73 122 2 041
B27 76 129 23 434
B16 76 124 6 1.25
B52 76 127 49 9.61
A36 75 129 0 0.00
B35 78 131 20 3.77
22/10/2018 B44 79 124 1 0.22
B43 79 126 3 0.64
A27 74 127 2 0.38
Al8 7 121 2 0.45
BR5 7 131 24 4.44
PT1 78 130 16 3.08
A4 76 129 3 0.57
CB4 77 124 2 0.43
A4 71 129 1 0.17
25/02/2019 PT1 73 121 3 0.63
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Tabela S3: Continuagéo

BR5
Al8
A27
B43
B44
B35
A36
B16
BL6
A35

76
77
79
80
82
78
78
78
78
77

116
124
119
121
134
127
119
123
118
124

[N
[¢]

P OO NO~N O 01

3.75
1.70
1.25
171
1.73
1.43
0.00
1.56
1.50
0.21
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Tabela S4: Célculo do peso do mel.

PT1 BR5 A4 A35 CB4 BL6
Numero de meias al¢as Data Peso Data Peso Data Peso Data Peso Data Peso Data Peso
1 21/04/2018 | 6.51 | 18/05/2018 | 7.31 | 01/05/2018 | 6.73 | 18/05/2018 | 6.86 | 21/04/2018 | 6.95 | 03/07/2018 | 7.58
2 18/05/2018 | 7.12 18/05/2018 | 7.07 | 25/06/2018 | 6.39 | 18/05/2018 | 8.02
3 30/05/2018 | 8.11 25/06/2018 | 6.18 23/05/2018 | 8.37
4 25/06/2018 | 6.62 25/06/2018 | 6.22
5 11/07/2018 | 7.12
Peso total das meias algas 28.36 7.31 19.98 13.25 36.68 7.58
Peso antes da cresta 86.36 57.04 106.6 86.66 131.7 64.49
Peso ap0ds a cresta 28.55 34.36 33.93 37.21 31.92 40.15
Peso do mel (kg) 29.45 15.37 52.69 36.2 63.1 16.76
B16 B52 B27 B44 B35 B43
NUmero de meias al¢as Data Peso Data Peso Data Peso Data Peso Data Peso Data Peso
1 21/04/2018 | 6.83 | 01/05/2018 | 6.88 | 21/04/2018 | 6.8 |21/04/2018 | 6.09 | 21/04/2018 | 6.79 | 21/04/2018 | 7.15
2 18/05/2018 | 7.94 | 23/05/2018 | 7.16 | 14/05/2018 | 9.18 | 14/05/2018 | 9.12 | 01/05/2018 | 8.06 | 14/05/2018 | 9.08
3 30/05/2018 | 7.88 | 11/07/2018 | 7.32 | 23/05/2018 | 7.88 | 30/05/2018 | 8.13 | 23/05/2018 | 9.01 | 23/05/2018 | 7.94
4 11/07/2018 | 6.86 | 25/06/2018 | 6.96 | 30/05/2018 | 9.06 | 11/07/2018 | 7.73
5 11/07/2018 | 7.08
Peso total das meias al¢as 22.65 21.36 30.72 37.38 32.92 31.9
Peso antes da cresta 78.91 101.19 105.98 105.1 125.37 110.95
Peso ap0ds a cresta 30.74 38.65 29.38 28.82 34.53 47.89
Peso do mel (kg) 25.52 41.18 45.88 38.9 57.92 31.16
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Tabela S5: Dados forca da colonia.

Abelhas adultas Criagéo
Namero total > | Médi Desvio Ndmero | Médi Desvio Compactag | Médi Desvio
70% a padéo total a padéo ao a padéo
21/04/20
18 3 4 3
25/06/20
18| Al 10.5 3 1
53/08/20 1 8 7.12 2.88 2.75 1.64 2 1.58
18 9 4 4
22/10/20
18 6 0 0
21/04/20
18 6 5 4
25/06/20
18 | A2 17 8 4
53708201 7 11.12 6.17 4.375 2.86 3 1.73
18 175 45 4
22/10/20
18 4 0 0
21/04/20
18 1 3 2
25/06/20
18 | A3 12 8 4
53108120 | 5 9.5 5.85 4.25 2.59 2.75 1.30
18 17 5 4
22/10/20
18 8 1 1
21/04/20
18 3 4 4
25/06/20
18 | A3 9 6 3
53/08/20 1 6 8.75 3.90 3.25 2.17 2.75 1.09
18 14 3 3
22/10/20
18 9 0 1
21/04/20
18 7 3 4
25/06/20
18 17 9 4
23/08/20 A4 12.87 5.46 4.25 3.27 2.75 1.64
18 19.5 5 3
22/10/20
18 8 0 0
21/04/20
18 7 6 4
25/06/20
18| B1 15 0 0
53/08/20 1 6 105 3.57 3.125 2.30 25 1.66
18 13 45 4
22/10/20
18 7 2 2
21/04/20
18 8 6 4
25/06/20
18 | B2 18 6 3
23/081201 7 12.75 5.26 4.75 1.30 3 1.22
18 18 4 4
22/10/20
18 7 3 1
21/04/20
18 7 6 4
25/06/20
18 | B3 14 6 4
23081201 5 11.87 5.25 45 2.06 3 1.73
18 19.5 5 4
22/10/20
18 7 1 0
21/04/20 | B3
18| 6 8 14.66 4.87 5 6 141 4 3.66 0.47
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25/06/20 ‘

18 165 8 4
Continuacdo Tabela S5:

23/08/2018 195 5 3

22/10/2018

21/04/2018 7 5 4

25/06/2018 | 5 18 15125 721 ! 425 | 259 4 25 | 166
23/08/2018 255 5 2

22/10/2018 10 0 0

21/04/2018 8 7 4

25/06/2018 | o, 13 15 | 377 8 475 | 311 3 25 | 150
23/08/2018 17 4 3

22/10/2018 8 0 0

21/04/2018 4 4 4

25/06/2018 | ., 1 11125 617 10 468 | 320 4 325 | 083
23/08/2018 17.5 325 3

22/10/2018 6 15 2

21/04/2018 2 2 3

25/06/2018 | g ¢ 1 875 | 444 55 287 | 207 4 275 | 164
23/08/2018 14 4 4

22/10/2018 8 0 0

21/04/2018 1 3 2

25/06/2018 | & s 1 75 4.09 6 4 1.00 3 275 | 075
23/08/2018 11 4 4

22/10/2018 7 3 2

21/04/2018 8 6 4

25/06/2018 | g4 19.5 13 556 8 55 1.80 4 35 0.87
23/08/2018 17.5 5 4

22/10/2018 7 3 2

21/04/2018 6 6 4

25/06/2018 | vy 19.5 1375 | 682 8 4625| 294 4 275 | 164
23/08/2018 215 45 3

22/10/2018 8 0 0
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Tabela S6: Resultado analise coletiva Nosemose onde: [-] negativos, [m] N. ceranae, [m] N. apis, [*] N. cerenae + N. apis, [ ] ndo amplificou,

[m] ndo havia abelhas para a analise individual, [m] ndo foram avaliadas por serem negativas na avaliacéo coletiva.

DATA/ID INDIVIDUOS ‘ NUMERO DE CASOS ‘ PORCENTAGEM (%)
20/02/2018 | 1] 2|3 12 |13 )14 |15|16 |17 [18] 19|20 |21 22| 23 25 | NC|NA | NC/NA | - | PROPORCAOL | NC | NA | NC/NA
B16 - 2|0 0 |1 22 8 | 0% | 0%
PTL - - 3]0 0 _|o 22 12 | 0% | 0%
B35 8 |0 0_|o 17 32 [ 0% | 0%
CB4 6 | 0 0 |0 19 24 | 0% | 0%
Ad 11| 0 0 |o 14 44 | 0% | 0%
B43 5 0 0o |o 20 20 [ 0% | 0%
A18 - 6 | 0 0 |o 19 24 | 0% | 0%
A35 - 4]0 0 _|o 21 16 | 0% | 0%
B52 - - B 4]0 0 |0 21 16 | 0% | 0%
A36 |- - - 50 0 |o 20 20 | 0% | 0%
B27 |- - - 1|0 0 _|o 24 4 | 0% | 0%
A27 - - B 0] o0 0 |1 24 0 | 0% | o%
BR5 -1 - - - - 3]0 0 _|o 22 12 [ 0% | 0%
BL6 -1 INEEEE - -1 H -1 - - - 3o 0o |o 22 12 | 0% 0%
B44 IEEEEEEE - - - - -1-1-T-1-1- - - - 10 0 |o 24 4 | 0% | 0%
21/04/2018 [1 |2 |3 [4[5|6|7|8|9[10[11 [12[13 |14 15|16 |17 [18]19[20 |21 [22| 23 24 25
B16 - 5 |- - - 19 | 0 0 |1 5 79 | 0% | 0%
PTL - |- - - - - - - - 15 | 0 0 |o 10 60 | 0% | 0%
B35 - - -1 -1 - - - - - - - 7 o0 0 |o 18 28 | 0% | 0%
CB4 - - - T -1-1- - |- - - |13 0 1 |0 12 52 | 0% | 4%
A4 -1 - -1 -1- - - - - |11 o0 0 _|o 14 44 [ 0% | 0%
B43 - - - -1 - - - 18 | 0 0o |o 7 72 [ 0% | 0%
A18 - - - B - e - - [12]0 0 |0 13 48 | 0% | 0%
A35
B52 11 - - - - - - - - |15] 0 0 |0 10 60 | 0% | 0%
A36 - - - -1 - - |- - - - - - - 11 | 0 0 o 14 44 [ 0% | 0%
B27 -1 - -1 - - - [ - - 12 | 0 1 |0 14 46 | 0% | 4%
A27 - - - - - - |- - - [15] 0 0 |0 10 60 | 0% | 0%
BR5 -[-1- - - - - |- - - 15 | 0 0 |0 10 60 | 0% | 0%
BL6 -
B44 - --]- - - - N - - -] - - - - 6 | 0 0 |0 19 24 | 0% | 0%
25/06/2018 |1 |2 |3 |4[5|6|7|8]9]10[11 [12[13 |14 [15[16 |17 [18[19[20 |21 [22| 23 24 25
B16 - - - - - - - - -1 -1 -1- - 2|0 0 |2 21 9 | 0% | 0%
PT1 T-1-1-1-1-1-1- - -T-1-1T-1-1- 11 -1- - - - 2| o 0 |1 22 8 [ 0% | ow
B35 - - T -1 -1 - - - 2 |0 0 |2 21 9 | 0% | 0%
CB4 H BN - - B 3]0 0 _|o 22 12 | 0% | 0%
Ad - - - - - - -T-1T-1-1- 50 0 |1 19 21 | 0% | 0%
B43 - -1 - T-1-1- - - 3]0 0 |o 22 12 | 0% | 0%
A18 - -1 -1-1- - - - 4]0 1 |0 22 15 | 0% | 4%
A35 - - -1 1 - - 1|0 0 |o 24 4 | 0% | 0%
B52 IEEE - - - -1 -1 -1T-1-1T= - - - s 1|0 0 _|o 24 4 [ 0% | 0%
A36 INEEEEEENE BEBEEEEENENE -1 - [ - - - 2 | o 0o |o 23 8 | 0% | o%

69



Continuagao Tabela S6:

B27 - - - |- - el sJof2]o]22]| 12 |o% | 8%
A27 -7 - - - - - - - - - - - - - - - - 0 [0f[O|1] 24 0 0% | 0%
BR5 -1 -7 - - - - - - - - - - - - - - 4 |0j0f0|21 16 0% | 0%
BL6 - - - - - - - - - - - 9 |[0[0|0|16 | 36% [ 0% | 0%
B44 - -T-T-1-1-1T-1-71 - - - - - - - - - - - - - - 2 [0[0|0 |23 | 8% | 0% | 0%
23/08/2018 [ 1|2 |3|4|5[6|7|8]|9|10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 | 19 | 20 |21 |22 | 23 | 24| 25

B16 - - -] - - - - - - - - - - - - - - - - 0 |]0[0]|0]|25] 0% | 0% | 0%
PT1 - -T1T-1T-1-17-17-1T-71 - - - - - - - - - - - - - - - 1 |0|0]1]23 ) 4% | 0% | 0%
B35 - -] - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 10]0]1[23 | 4% 0% | 0%
CB4

Ad - -1 -1 -1-1-1-1 - - - - - - - - - - - - - - 2 [0f(0|1]22]| 8 | 0% | 0%
B43 e -1 -1-1-1T-71 - - - - - - - - - - - - 5 |0[0]|2|18 | 22% | 0% | 0%
A18 -1 -T-1-1-17T-1T-1T-71 - - - - - - - - - - - - - - - 1 /]0|0]0]|24) 4% | 0% | 0%
A35 - - - - - | - - - -1 -1- H - - -1 -15J]oJol2]18[22% [ 0% | 0%
B52 - - - - -] -] - - - - - - - - - - - - - - - 1 |0|0]21]23 )| 4% | 0% | 0%
A36 - -1 -1-7- - - - - - - - - - - - - - - - - 3 |]0[0[0]22] 12% | 0% | 0%
B27

A27 - - - -1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 /]0|0])]0]|24) 4% | 0% | 0%
BR5 -] - - - - - - - - - - - - - - - 7 10[2]0)|18 | 28% | 0% | 8%
BL6 - -1-1-1-1-1-1-71 - - - - - - - - - - - - - - 2 [0[0|0| 23| 8 | 0% | 0%
B44 - -T-1-1-7- - - - - - - - 11 |1 |1 (0| 14 | 44% | 4% | 4%

22/10/2018 [ 1|2 |3 |4 |56 |7 |8]|9|10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25

B16 - - - - -] - - - - - - - - - - - - - - 2 [0fjO0|1])22| 8% | 0% | 0%
PT1 - -T1T-1-1T-1T-1T-1T-71 - - - - - - - - - - - - - - 2 [0[0|0|23| 8% | 0% | 0%
B35 R - -T-1-1-71- - - - - - - - - - - - - 5 |0[0]|0|20]| 20% | 0% | 0%
CB4 R - - - - -] - - - - - - - - - - - 8 [1[(0|0]|17 | 32% | 4% | 0%
A4

B43 - - -] - - - - - - - - 13[0|0]|0[12 | 52% | 0% | 0%
A18 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 6 |0[0[0]|19 | 24% | 0% | 0%
A35 R - - -] - - - - - - - - - - - - - - - - 3 |0[0]1]21] 13% [ 0% | 0%
B52 N N R I - - - - - - - - - - - - - - 7 10[1]1]18 | 28% | 0% | 4%
A36 - - - -1 -7 - - - - - - - - - - - - - - 4 1010|222 15% | 0% | 4%
B27 o B B N N e - 2 |0j0]O

A27 o B N N N - 1/0]0]O0

BR5 o B N N N e - 2 [0|0]2

BL6 1 ]0(0]0




