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RESUMO GERAL

PACHECO, Marta Rodrigues. Cria ensacada brasileira em Apis mellifera L. no estado do
Rio de Janeiro: perdas, zoneamento, Palinologia e Microbiologia. 2007. 60p Dissertacéo
(Mestrado em Zootecnia). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

A cria ensacada brasileira (CEB) é uma doenca descrita no Brasil que acomete as larvas de
abelhas meliferas quando sdo alimentadas com o pdlen de algumas arvores tais como
Stryphnodendron (Mimosoidea), conhecidas popularmente por “barbatimdo”. Estas plantas
contém substancias toxicas, como 0s taninos, que provocam uma alta mortalidade nas larvas
pré-pupas. A crescente perda de colméias em diferentes épocas e regides do estado do Rio de
Janeiro associada a dificuldade de encontrar as &rvores incriminadas como toxicas nas
proximidades de apiarios afetados pela CEB, permite sugerir a hipotese de que a doenca ndo é
causada pelo pélen do “barbatimdo” neste estado. Levanta-se ainda a hipétese de que as
doencas de abelhas representam uma causa significativa para as perdas de colméias
observadas no estado do Rio de Janeiro. Para testar estas hipoteses, objetivou-se fazer um
levantamento da ocorréncia de perdas de colméias, analisar a sobreposi¢cdo da CEB com a
distribuicdo geogréafica de S. pollyphyllum e S. adstringens, verificar o consumo do pélen
destas plantas pelas Apis em condi¢Bes naturais e iniciar investigagdes microbioldgicas e
toxicoldgicas. Na fase preliminar, pesquisou-se a extensdo, distribui¢do e causas de perdas de
colméias e a sua relagdo com as doencas de abelhas. Para isto, foram levantados dados de
perdas relativos ao censo apicola elaborado no estado do Rio em 2006. Realizou-se também
um estudo comparativo entre o zoneamento da CEB e o de Stryphnodendron no estado do Rio
de Janeiro. Posteriormente, buscaram-se os tipos polinicos, especialmente de “barbatiméo”,
presentes em amostras de colméias localizadas em regides de ocorréncia da CEB. Finalmente,
isolaram-se e identificaram-se bactérias e fungos presentes em amostras de polen apicola, pao
de abelhas e larvas mortas de colméias com CEB, e investigou-se a presenga de micotoxinas.
Resultados do censo do estado mostraram que as doencas de abelhas constituiram a principal
causa de perdas de colméias. Ndo houve sobreposicdo entre a ocorréncia da cria ensacada
brasileira e a de Stryphnodendron no estado do Rio de Janeiro e também ndo foi observado
polen de Stryphnodendron em qualquer amostra analisada, indicando que: a doenca que
ocorre no estado do Rio de Janeiro com sintomas semelhantes a CEB ndo é causada pelo
polen de “barbatimdo”. Prevaleceu durante a CEB polen de Anadenanthera. Bacillus foi a
bactéria mais frequente, identificando-se: B. thuringiensis, B. alvei, B. apiarius, B.
megaterium e B. polymyxa. A micobiota foi composta principalmente por Penicillium e
Aspergillus, este com duas espécies potencialmente patogénicas e toxigenas: A. niger e A.
parasiticus. Aflatoxinas B1 e G1 estiveram presentes em amostras de pélen apicola e pdo de
abelhas de um apiario pesquisado. Faz-se necessario realizar outros estudos para afirmar a
etiologia da CEB no estado do Rio de Janeiro.

Palavras-chave: Apicultura. Doenca. Flora.



ABSTRACT

PACHECO, Marta Rodrigues. Brazilian sac brood in Apis mellifera L. in the Rio de
Janeiro state (Brazil): losses, zoning, Palinology and Microbiology. 2007. 60p Dissertation
(Master Science in Animal Science). Instituto de Zootecnia, Departamento de Producao
Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

The brazilian sac brood (BSB) is a described disease in Brazil that attacks honey bees when
they are fed with the pollen of certain trees as Stryphnodendron (Mimosoidea), commonly
known as “barbatimdo”. These plants contain toxic substances as tannins that lead to a high
mortality at the pre-pulps. The crescent loss of hives at different periods and regions of Rio de
Janeiro state associated to the difficulty of finding the trees suspected of being intoxicated
near the infected apiaries permits suggesting a hypothesis that the disease is not caused by the
“barbatimédo” pollen. It still raises hypothesis that the bee diseases represent a significant
cause for the hives losses observed in the state of Rio de Janeiro. To verify the hypothesis it
was evaluated a survey of beekeeping losses, it was analyzed the geographical overlap
between occurrence of BSB and distribution of S. pollyphyllum and S. adstringens. And also
for this reason it was made the check out the pollen consumption of these plants for the Apis
at natural conditions and it was initiated microbiological and toxic investigations. For the first
approach it was researched the extension, distribution and reasons for the hive losses and its
relation to the bees diseases. For this, the 2006 apiarian census was consulted. A comparative
study was done in relation to the area of occurrence of BSB and the simultaneous existence of
Stryphnodendron and the pollinic types specially of the “barbatimao” that were present in the
hives samples. Finally it was isolated and identified bacteria, fungi and mycotoxins in the
apiarian pollen, bee bread and dead larvae of bee hives with BSB. The results of the census
allowed seeing that the bees disease was the main reason for the loss of the hives. There
wasn’t the superposition between the BSB Stryphnodendron in Rio de Janeiro. It wasn’t
observed Stryphnodendron pollen in none of the analyzed samples. The results suggest that
the disease that occurs in Rio de Janeiro state with similar symptoms to BSB is not caused by
“barbatimdo” pollen. The Anadenanthera pollen was the majority in the study regions.
Bacillus was the most frequent bacteria genus and the species were B. thuringiensis, B. alvei,
B. apiarius, B. megaterium and B. polymyxa. The mycobiota was mainly composed of
Penicillium and Aspergillus, with two potentially pathogenic and toxic species: A. niger and
A. parasiticus. Aflatoxins B1 and G1 were presented in apiarian pollen and bee bread samples
of a studied apiarian. It is necessary to realize other researches to confirm the etiology of BSB
in the state of Rio de Janeiro.

Key words: Apiculture. Disease. Flora.
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INTRODUCAO GERAL

A apicultura mundial vive as expensas do uso maci¢co de medicamentos para tentar
controlar uma série de doencas que afetam as colméias de abelhas meliferas e ha décadas o
mel perdeu seu posto de organico pelo alto teor de residuos quimicos.

As abelhas africanizadas utilizadas na apicultura brasileira sdo consideradas resistentes
as doencas e o Brasil é visto como um pais de poucos problemas na area de sanidade apicola.
No entanto, para alcancar a posicdo de organico comercializando mel de qualidade e
reconhecido no mercado como livre de residuos de medicamentos, faz-se necessario que haja
uma vigilancia constante sobre a ocorréncia de doencas.

A cria ensacada brasileira (CEB) é uma doenca que cursa com alta e rapida
mortalidade de larvas pré-pupas nas colméias afetadas. A doenca tem se constituido em um
grave problema para a apicultura nos estados do Sudeste onde tem gerado prejuizos
substanciais. Os sintomas sdo muito semelhantes aos da cria ensacada européia, a virose de
abelhas com a maior difusdo mundial, porém sem diagndstico no Brasil. A larva acumula
liquido ecdisial abaixo da cuticula, ndo realiza a muda para o estadgio pupal e ocorre
escurecimento da regido cefalica e depois de todo o seu corpo. Algumas espécies arboreas
ricas em taninos e conhecidas vulgarmente pelo nome de “barbatimdo”, como
Stryphnodendron polyphyllum e S. adstringens, foram responsabilizadas pela mortalidade de
cria observada nos estados de S&o Paulo e Minas Gerais.

Apesar de estar comprovada a toxidez de S. polyphyllum e S. adstringens para as
larvas de abelhas, levanta-se a hipdtese de que estas espécies florais ndo estejam envolvidas
na etiologia da CEB no estado do Rio de Janeiro ja que a doenca parece estar ocorrendo em
regides onde a presenca do “barbatimdo” é insignificante para provocar tdo alta mortalidade.
Levanta-se ainda a hipotese de que as doencas de abelhas representem uma parcela
significativa dentro dos fatores de perda de colméias e, portanto, um fator agravante para a
producdo apicola no estado do Rio de Janeiro.

Objetiva-se no presente estudo: i) sistematizar os dados de perdas contidos no censo
apicola do estado do Rio de Janeiro de 2006, ii) verificar os fatores responsaveis por tais
perdas, iii) verificar a ocorréncia da cria ensacada brasileira (CEB), iv) comparar 0
zoneamento da CEB e seu periodo de ocorréncia com a distribuicdo geogréafica e época de
floracdo de S. polyphyllum e S. adstringens, v) definir os tipos polinicos em amostras de
colméias de abelhas africanizadas sujeitas a cria ensacada brasileira, com especial atencdo
para a identificagdo dos gréos de pdlen de Stryphnodendron, vi) investigar a ocorréncia de
microrganismos e micotoxinas em colméias afetadas pela cria ensacada brasileira.

O primeiro capitulo refere-se ao estudo de perdas de colméias e sua relacdo com as
doencas de abelhas, em especial a cria ensacada brasileira. As regides e periodos de
ocorréncias da CEB sdo confrontados com a presenca e época de floracdo das espécies de
“barbatimédo” incriminadas como toxicas para as larvas de abelhas.

O segundo capitulo destina-se a investigacdo das fontes polinicas utilizadas na
alimentacdo de colméias afetadas pela CEB a fim de confirmar se o “barbatimdo” esta
realmente sendo consumido pelas larvas doentes em condi¢des naturais.

No terceiro capitulo apresenta-se o resultado de pesquisas microbiologicas e
micotoxicolégicas em amostras de larvas mortas, pélen apicola e pdo de abelhas de colméias
atingidas pela CEB no estado do Rio de Janeiro.



CAPITULO |

PERDA DE COLMEIAS E
SUA RELACAO COM A OCORRENCIA DA
CRIA ENSACADA BRASILEIRA NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO



RESUMO

Nesta pesquisa objetivou-se analisar as perdas de colméias na producdo apicola do estado do
Rio de Janeiro em relacdo a ocorréncia, distribuicdo e causas, com especial referéncia as
doencas de abelhas e, também, caracterizar a doenca cria ensacada brasileira (CEB) em Apis
mellifera L. neste estado comparando os municipios atingidos com a distribuicdo geogréafica
de Stryphnodendron polyphyllum Mart. 1837 e S. adstringens (Mart.) Coville 1910, espécies
conhecidas como “barbatimdo”. A pesquisa sobre as perdas de colméias e doencas de abelhas
foi realizada através de consulta aos questionarios do “Censo e Diagnoéstico da Apicultura no
Estado do Rio de Janeiro” de 2006. As informacfes sobre as espécies de “barbatimao” foram
obtidas por revisdo de literatura e analise de exsicatas no acervo do herbario da Fundacéo
Jardim Boténico do Rio de Janeiro. Os dados sobre perdas, doencas e CEB foram analisados
por fregiiéncia e os de zoneamento por confronto geogréafico. As perdas de colméias atingiram
61% dos apiarios no estado. As doengas de abelhas constituiram a principal causa para as
perdas (54%) seguida pelo ataque de formigas (22%) e pela fuga de enxames (14%). As
doencas predominaram nas regiGes Serrana, Noroeste Fluminense, Baixada Litoranea, Médio
Paraiba e Centro-Sul Fluminense. Os municipios que apresentaram maior numero de relatos
de CEB foram Sapucaia e Petrépolis. A CEB ocorreu em todos 0s meses do ano, com maior
incidéncia de outubro a marco e manifestou-se em periodo de abundancia de floracdo e
quando havia fartura de alimento na colméia. S. polyphyllum € a Unica espécie do género
encontrada no estado do Rio segundo a literatura e as exsicatas depositadas no herbario do
Jardim Botéanico. A sobreposicdo geografica foi baixa entre as ocorréncias de CEB e as de
Stryphnodendron spp no estado do Rio de Janeiro.

Palavras-chave: Apicultura. Censo apicola. Doenca de abelhas.



ABSTRACT

This issue aimed to analyze the hives losses at beekeeping in the state of Rio de Janeiro due to
extension, distribution and causes, especially those related to bee diseases. The brazilian sac
brood (BSB) was characterized in this region and there was made a comparison among the
geographical distribution of BSB occurrences and geographical distribution of
Stryphnodendron polyphyllum Mart. 1837 e S. adstringens (Mart.) Coville 1910, commonly
known as “barbatimdo”. This research adopted the utilization of the formulary called “The
Census and Diagnosis of Apiculture in the State of Rio de Janeiro” for the year of 2006. The
information about the “barbatimdo” occurrence was obtained through bibliography revision
and vouchers analysis of Jardim Botanico collection of Rio de Janeiro. The losses got to 61%
of the apiary. The bee disease seamed to be the principal reason for the losses (54%) followed
by the ant attack (22%) and by the swarm absconding (14%). The disease predominates at
regions Serrana, Noroeste Fluminense, Baixada Litoranea, Médio Paraiba e Centro-Sul
Fluminense. The communities, which presented the majority of the BSB cases, were Sapucaia
and Petropolis. The BSB occurred the whole year mainly from October to March and when
the supers of the hives were filled up with honey. S. polyphyllum is the only species of the
genus found in the state of Rio de Janeiro. The geographical overlap between the BSB and the
Stryphnodendron spp was low in the state of Rio de Janeiro.

Key-words: Apiculture. Apiarian census. Bee disease.



1 INTRODUCAO

A historia da apicultura brasileira foi cenario de duas fases distintas: a apicultura
amadora a partir das abelhas européias, e a profissional, a partir da abelha polihibrida
africanizada (GONCALVES, 1994; 2004). O profissionalismo apicola se evidenciou pelo
aumento da produtividade apicola (SOMMER, 1996). Ao longo de décadas, a apicultura
brasileira se viu livre de doencas classicas de abelhas, que afligem os apicultores em todo
mundo (DE JONG, 1996). As abelhas africanizadas utilizadas na apicultura brasileira séo
consideradas resistentes as doencas (DE JONG, 1996) e o Brasil é visto como um pais de
poucos problemas na area de sanidade apicola.

Situacdo impar vem ocorrendo no estado do Rio de Janeiro, onde a apicultura revela
sinais de improdutividade, sendo necessaria uma analise conjuntural para determinar 0s
fatores que freiam o desenvolvimento de sua apicultura. Segundo dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (2002), a producédo brasileira de mel aumentou em média 21% no
periodo entre 1999 e 2002, enquanto a do estado do Rio de Janeiro foi reduzida em 14% no
mesmo periodo. A ocorréncia de doencas de abelhas representa um dos fatores para explicar
tal reducdo na produtividade (MESSAGE, 1992; 2002). O censo estadual apicola de 1994
(COAPI-RIO, 1994) questionou 726 apicultores sobre a ocorréncia de doencas e revelou que
20% dos apicultores apresentavam problemas entre setembro e marc¢o, durante a safra de mel.

A cria ensacada brasileira (CEB) é uma doenca que cursa com alta e rapida
mortalidade das larvas pré-pupas (MESSAGE, 2002). A colméia doente costuma apresentar
invasdo de outros insetos como formigas e forideos (Pseudohypocera kertesi), ou fuga de
enxames. CARVALHO (1998) indicou, através de testes em laboratério, ser o pélen de
Stryphnodendron polyphyllum Mart. 1837 (Mimosoideae) o responsavel pela CEB. Como
nenhum virus foi encontrado em estudo anterior dessa doenca no Brasil (MESSAGE et al.,
1995), o polen de S. polyphyllum foi responsabilizado pela mortandade observada neste pais e
a doenca passou a ser chamada cria ensacada brasileira (MESSAGE, 1997). CASTAGNINO
(2002) observou mortalidade na cria de Apis mellifera durante a época de florescimento de S.
adstringens (Mart.) Coville 1910 (Mimosoideae) e atribuiu também ao pélen desta arvore a
causa da cria ensacada brasileira. Estas espécies florais sdo ricas em taninos e conhecidas
vulgarmente pelo nome de “barbatimao”.

Apesar de estar comprovada a toxidez de S. polyphyllum e S. adstringens para as
larvas de abelhas, levanta-se a hipotese de que estas espécies florais ndo estejam envolvidas
na etiologia da CEB no estado do Rio de Janeiro, pois se suspeita que a distribuicdo
geografica dessas espécies ndo apresenta coincidéncia com os locais de ocorréncia da doenca
e que esta se manifesta fora do periodo de floracéo de tais plantas. Levanta-se ainda a hip6tese
de que as doencas de abelhas representem uma parcela significativa dentro dos fatores de
perda de colméias e, portanto, um fator agravante para a producéo apicola no estado do Rio de
Janeiro.

Objetiva-se no presente estudo: i) sistematizar os dados de perdas contidos no censo
apicola do estado do Rio de Janeiro de 2006, ii) verificar os fatores responsaveis por tais
perdas, iii) verificar a ocorréncia da cria ensacada brasileira (CEB), iv) comparar o
zoneamento da CEB com a distribuicdo geografica de S. polyphyllum e S. adstringens.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local da Pesquisa

A pesquisa sobre perdas de colméias e doencas de abelhas foi desenvolvida a partir da
consulta ao banco de dados do censo apicola do estado do Rio de Janeiro, realizado em 2006,
que esta armazenado na Organizacdo das Cooperativas Brasileiras (OCB-RJ).

2.2 Consulta ao Censo Apicola (2006) do Estado do Rio de Janeiro

As consultas foram realizadas em 1436 questionarios do projeto “Censo e Diagndstico
da Apicultura no Estado do Rio de Janeiro”, aprovado pela Camara Setorial de Apicultura da
Secretaria de Estado de Agricultura, Abastecimento, Pesca e Desenvolvimento do Interior
(SEAAPI). Este programa foi implementado em 75 municipios do estado durante dois anos,
2005 a 2006 e contou com a parceria da OCB-RJ, Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER-RIO),
Servico de Apoio as Micros e Pequenas Empresas (SEBRAE-RIO), Federacdo das
Associaces de Apicultores do Estado do Rio de Janeiro (FAERJ) e Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

Foram selecionadas informacdes relativas ao perfil de sanidade apicola do estado
através das seguintes questdes contidas nos questionarios do censo apicola (Anexo A):

e Houve perda de colméias nos ultimos cinco anos? (Quesito 17)

e Houve algum caso de doenca nos ultimos cinco anos? (Quesito 14)

Quando havia descricdo, anotava-se as causas da perda na questdo 17 e o responsavel
pelo diagndstico da doenca na questdo 14. O dados foram tabulados a partir dos questionarios
gue apresentaram resposta positiva as perguntas 17 ou 14, ou seja, aqueles apiarios que
tiveram perda de colméias ou, doenga de abelhas nos dltimos cinco anos. Os questionarios
que apresentaram resposta negativa a estas perguntas foram apenas quantificados por
municipio.

As respostas dos 1436 questionarios foram reunidas por municipios e 0s municipios
foram agrupados por regides, segundo a divisdo politico-administrativa do estado do Rio de
Janeiro (IBGE, 1998) em: Médio Paraiba, Centro-Sul Fluminense, Serrana, Metropolitana,
Norte Fluminense, Noroeste Fluminense, Baixada Litordnea e Costa Verde. Dentre os 92
municipios que compdem o estado, participaram da pesquisa 75, a saber, em cada regido
(Anexo B):

e Médio Paraiba: Barra do Pirai, Barra Mansa, Itatiaia, Pirai, Quatis, Resende, Rio
Claro, Rio das Flores, Valenca e Volta Redonda;

e Centro-Sul Fluminense: Areal, Comendador Levy Gasparian, Engenheiro Paulo de
Frontin, Mendes, Miguel Pereira, Paraiba do Sul, Paty do Alferes, Sapucaia, Trés Rios
e Vassouras;

e Serrana: Bom Jardim, Carmo, Cordeiro, Duas Barras, Macuco, Nova Friburgo,
Petropolis, Santa Maria Madalena, Sdo José do Vale do Rio Preto, Sumidouro,
Teresopolis e Trajano de Morais;

e Metropolitana: Duque de Caxias, Itaborai, Itaguai, Mangaratiba, Marica, Magé,
Niterdi, Nova Iguacu, Paracambi, Rio de Janeiro, Sdo Gongalo, Seropédica e Tangua;



e Norte Fluminense: Campos dos Goytacazes, Carapebus, Cardoso Moreira, Conceic¢ao
de Macabu, Macaé, Quissama, Séo Fidelis, Sdo Francisco de Itabapoana e S&o Jodo da
Barra;

e Noroeste Fluminense: Aperibé, Bom Jesus de Itabapoana, Cambuci, Itaocara,
Itaperuna, Laje de Muriaé, Miracema, Natividade, Porcitncula, Santo Antonio de
Padua e Varre-Sai;

e Baixada Litoranea: Araruama, Cabo Frio, Cachoeiras de Macacu, Casimiro de Abreu,
Iguaba Grande, Rio Bonito, Rio das Ostras, Sdo Pedro da Aldeia, Saquarema e Silva
Jardim.

A regido Costa Verde ndo constituiu objeto de estudo no censo estadual apicola e,
portanto, os municipios de Itaguai e Mangaratiba foram avaliados na regido Metropolitana.

Os dados foram analisados por frequéncia e descritos em graficos para compor as
figuras. Os municipios foram agrupados por categorias de perdas: menos de 50%, mais de
50% e mais de 80% dos apicultores com perdas de colmeéias.

2.3 Anexo do Censo Apicola do Estado do RJ: questionarios sobre a descricdo da
doenca.

O censo apicola do ERJ elaborou um questionario para melhor monitorar os dados
devido a doengas, em especial para identificar casos da cria ensacada brasileira, que segundo
a FAERJ (informacéo néo publicada), vem assolando os apiarios.

O trabalho de caracterizacdo das doencas no estado do Rio de Janeiro foi realizado
através da distribuicdo de questionarios em eventos de apicultura e associacdes apicolas
durante os anos de 2005 e 2006. Junto aos questionarios, foi acoplada uma cartilha educativa
(Anexo C) com informacg6es sobre como identificar doenca em cria de abelhas, reconhecer os
principais sinais da CEB, coletar amostras e envia-las para o laboratdrio e introduzir medidas
preventivas.

Através dos questionarios, foram obtidas as informagGes relativas & ocorréncia das
doengas, tais como: municipio de ocorréncia, época acometida, abundancia de floracéo,
presenca de mel e pdlen na colméia, observacdo de mudanga climética, proximidade da mata,
intervalo de revisdo, nimero de colméias por apiario, tempo de exercicio na apicultura, perda
estimada, sintomas e sinais da doenca e manejo adotado quanto a tratamento e destino das
caixas para o seu controle.

Os dados foram analisados por frequéncia e descritos em graficos para compor as
figuras. Os municipios foram agrupados em categorias de perdas: mais de 50% e menos de
50% dos apicultores com perdas de colméias devido a doengas de abelhas e municipios com
perdas por outras causas.

2.4 Consulta ao Herbario

A distribuicdo geogréafica de Stryphnodendron polyphyllum e S. adstringens no estado
do Rio de Janeiro foram pesquisadas através de consulta ao acervo de exsicatas pertencente ao
herbario da Fundag&o Jardim Boténico do Rio de Janeiro e por reviséo de literatura.

Os dados de distribuicdo das plantas foram sobrepostos com 0s municipios de
ocorréncias da cria ensacada brasileira informados nos questionarios do censo sobre doengas.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perdas de Colméias de Abelhas Africanizadas segundo Censo Apicola

As perdas de colméias foram expressivas no estado do Rio: dos 1436 questionarios
consultados, 875 possuiam relatos de perdas contra 562 sem perdas (Figura 2). Isso significa
que 61% dos apicultores sofreram prejuizos por perdas de colméias, cuja estimativa gira pelo
menos em torno de mais de um milhdo de reais (LORENZON, 2006).

562 875
apicultores apicultores
sem perda com perda

(39%) (61%)

Figura 2. Contagem e porcentagem de apicultores com perda e sem perda.
Estado do Rio de Janeiro. 2005-2006.

Todas as regides discriminadas neste estudo tiveram mais de 50% do total de
apicultores com perdas de colméias, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Apicultores com perdas de colméias por regido. Estado do Rio de Janeiro. 2005-
2006.

Regides N° de apicultores N de apicultores Frequéncia de apicultores
por regido com perda com perda
Serrana 223 151 68%
Baixada Litoranea 116 78 67%
Noroeste Fluminense 127 84 66%
Centro-Sul Fluminense 276 170 62%
Metropolitana 184 107 58%
Norte Fluminense 246 139 57%
Médio Paraiba 264 146 55%
TOTAL 1436 875 61%

Fonte: Censo apicola do estado do Rio de Janeiro. 2006.

Dos 75 municipios pesquisados, as perdas de colméias foram relatadas em 72, sendo
apenas trés isentos: Duque de Caxias, Nova Iguacu e Saquarema. O grupo de municipios com
perdas acentuadas (mais de 50%) foi representado por 57 municipios: Aperibé, Araruama,
Areal, Bom Jardim, Cabo Frio, Cachoeiras de Macacu, Campos dos Goytacazes, Carapebus,
Cardoso Moreira, Casimiro de Abreu, Comendador Levy Gasparian, Cordeiro, Duas Barras,
Engenheiro Paulo de Frontin, Iguaba Grande, Itaborai, Itaguai, Itaocara, Itaperuna, Itatiaia,
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Laje de Muriaé, Macaé, Macuco, Mangaratiba, Marica, Magé, Miguel Pereira, Miracema,
Nova Friburgo, Paracambi, Paty do Alferes, Petropolis, Pirai, Porciuncula, Quatis, Quissama,
Resende, Rio Bonito, Rio Claro, Rio das Ostras, Santa Maria Madalena, S&o Fidélis, Séo
Gongcalo, Santo Antonio de Padua, Sdo Jodo da Barra, Sdo José do Vale do Rio Preto, Séo
Pedro da Aldeia, Sapucaia, Seropédica, Silva Jardim, Sumidouro, Teresépolis, Trajano de
Morais, Trés Rios, Valenca, Varre-Sai e Vassouras. O grupo de municipios que apresentaram
perdas baixas (menos de 50%) somou apenas 15 municipios: Barra do Pirai, Barra Mansa,
Bom Jesus do Itabapoana, Cambuci, Carmo, Concei¢do de Macabu, Mendes, Natividade,
Niteroi, Paraiba do Sul, Rio das Flores, Rio de Janeiro, Sdo Francisco de Itabapoana, Tangua
e Volta Redonda.

A tabela 2 destaca os 22 municipios com valores iguais ou superiores a 80% dos
apicultores sofrendo perdas de colméias.

Tabela 2. Municipios que apresentam mais de 80% dos apicultores com perdas de colméias.
Estado do Rio de Janeiro. 2005-2006.

Municipios N° de apicultores  N° de apicultores % de apicultores
por municipio com perda com perda
Aperibe 2 2 100%
Areal 5 4 80%
Bom Jardim 4 4 100%
Cachoeiras de Macacu 4 4 100%
Carapebus 2 2 100%
Cordeiro 3 3 100%
Duas Barras 10 9 90%
Iguaba Grande 9 8 89%
Itaocara 11 9 82%
Itaperuna 8 7 88%
Itatiaia 8 8 100%
Macuco 2 2 100%
Magé 2 2 100%
Mangaratiba 9 8 89%
Petropolis 22 18 82%
Porciuncula 14 12 86%
Quissama 5 4 80%
Rio Bonito 30 27 90%
Séo José Vale Rio Preto 10 10 100%
S&o Pedro da Aldeia 14 12 86%
Sapucaia 16 13 81%
Trés Rios 18 16 89%

Fonte: Censo apicola do estado do Rio de Janeiro (2006).

Os resultados apresentados mostram que 0s apicultores apresentaram perdas
substanciais, para a producao e rentabilidade de seu negocio. As perdas de colmeias revelam-
se também como um dos fatores responsaveis pela baixa produtividade apicola observada
neste estado e um fator negativo para o desenvolvimento da apicultura do estado do Rio de
Janeiro.



3.2 Causas das Perdas de Colméias de Abelhas Africanizadas Apontadas pelos
Apicultores

A abrangéncia das causas de perdas incluiu analises em torno de nove itens: doenca,
manejo e enfraquecimento, fuga de enxames, predadores (formigas), pragas (tracas de cera,
cupins), furto de colméias, envenenamento por agrotdxico, fogo e enchente.

Dentre 0s 875 questionarios pesquisados com perdas de colméias, 54% trouxeram
algum esclarecimento sobre as causas para as perdas, perfazendo um total de 472 apiarios
investigados nesta analise. Os demais (403 questionarios), que ndo trouxeram informacéo
sobre 0s motivos que levaram as perdas de colméias, ndo foram considerados para os célculos
de frequéncia.

As doencas de abelhas constituiram a principal causa para as perdas de colméias,
foram notificadas em 253 questionarios, compondo um montante maior do que 50% das
causas de perdas em relacdo a todas as outras causas declaradas pelos apicultores. Sucedendo
0 problema de doencas de abelhas, segue-se o ataque de predadores (formigas), relatado em
116 questionarios. A fuga de enxames representou a terceira causa mais frequente para as
perdas de colméias constando em 66 questionarios. Pragas de cera (traca) e de caixa (cupim)
foram declaradas em 18 questionarios. Erros de manejo e enfraquecimento da coldnia
apareceram em sete questionarios, furto de colméias em cinco, fogo em quatro, utilizacdo de
agrotoxico em dois e enchente em apenas um, totalizando, juntos, 19 questionarios. A figura 3
mostra a participacdo percentual das causas para as perdas de colméias, onde englobou-se 0s
ultimos cinco itens no item outros motivos.

54%
25%
14%
4% 4%
1 1
DOENCA FORMIGA FUGA TRACA OUTROS
CUPIM MOTIVOS

Figura 3. Proporcdo entre perdas declaradas pelos apicultores nos questionarios do censo
apicola. Estado do Rio de Janeiro. 2005-2006.

Considerando que a declaracdo pelos apicultores de certas causas de perdas, tais como:
tracas, predadores, fuga e enfraquecimento de enxames, possam ser na realidade sinais
importantes de doencas, como as loques de crias e a cria ensacada, a participacdo das doencas
se ampliaré para 97%, como causa para as perdas de colméias.

Quando se analisa a ocorréncia de doen¢as nos municipios do estado, verifica-se que
esta representa a maior causa para as perdas em cinco das regides: Serrana (100%), Noroeste
Fluminense (92%), Baixada Litoranea (88%), Médio Paraiba (81%) e Centro-Sul Fluminense
(50%).

A presenca de formigas foi a principal causa de perdas para a regido Metropolitana
(47%), atingindo os municipios do Rio de Janeiro, Itaborai, Itaguai, Mangaratiba, Maric4,
Niteréi, Sdo Goncalo e Seropédica. As formigas também foram uma causa de perdas
importante para a regido Centro-sul Fluminense (36%) que exibiu notificagbes em
Comendador Levy Gasparian, Miguel Pereira, Paraiba do Sul, Trés Rios e Vassouras. A
regido Norte Fluminense apresentou 28% das declaracGes de perdas devidas ao ataque de
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formigas, todas relatadas no municipio de Sao Fidelis. As presencas de traca e cupim foram
pouco citadas como causa de perdas de colméias sendo reportada principalmente na regido
Metropolitana (9%) e envolvendo os municipios do Rio de Janeiro, Itaborai e Mangaratiba.

A fuga de enxames foi a principal causa de perdas na regido Norte Fluminense (54%)
e atingiu os municipios de Cardoso Moreira e Sdo Fidelis. Problemas de manejo e
enfraguecimento do enxame foram relatados nos municipios de Campos dos Goytacazes,
Maricd, Miguel Pereira, Paraiba do Sul, Resende e Trés Rios. Furtos de colméias apareceram
em notificacGes de Bom Jesus do Itabapoana, Iguaba Grande, Marica, Niter6i e Sdo Pedro da
Aldeia. Perdas por uso de agrotoxico foram declaradas em S&o Fidelis e Itaborai; por fogo em
Mangaratiba, Paraiba do Sul, Paty do Alferes e Seropédica; e por enchente em Resende.

Diante destes resultados as doencas de abelhas revelam um quadro preocupante no
cenario apicola fluminense. A presenca de formigas e a fuga de enxames também sdo causas
de perdas importantes no estado e podem ser sinais de doenca.

3.2.1 Doencas de abelhas nos municipios

As doencas de abelhas foram observadas em 52 municipios correspondendo a 69%
dos municipios pesquisados no estado do Rio de Janeiro.

O grupo de municipios que apresentaram mais de 50% dos apiarios com perdas de
colméias devido a doencas de abelhas foi: Aperibé, Areal, Barra Mansa, Cachoeiras de
Macacu, Cambuci, Carmo, Casimiro de Abreu, Cordeiro, Itatiaia, Macaé, Macuco, Magé,
Mendes, Paracambi, Petropolis, Rio Bonito, Sdo José do Vale do Rio Preto, Sapucaia e
Tangua.

O grupo de municipios que apresentaram doenca de abelhas em menos de 50% dos
apiarios foi: Araruama, Bom Jardim, Bom Jesus do Itabapoana, Campos dos Goytacazes,
Duas Barras, Engenheiro Paulo de Frontin, Iguaba Grande, Itaborai, Itaguai, Itaocara, Maric4,
Miguel Pereira, Nova Friburgo, Paraiba do Sul, Paty do Alferes, Pirai, Porciincula, Quatis,
Quissama, Resende, Rio Claro, Rio de Janeiro, Santa Maria Madalena, Sdo Fidélis, Sdo Pedro
da Aldeia, Seropédica, Silva Jardim, Sumidouro, Teresopolis, Trajano de Morais, Valenca,
Varre-Sai e Vassouras.

Os municipios que tiveram perdas de colméias sem relato de doenca foram: Barra do
Pirai, Cabo Frio, Carapebus, Cardoso Moreira, Comendador Levy Gasparian, Concei¢cdo de
Macabu, Itaperuna, Laje do Muriaé, Mangaratiba, Miracema, Natividade, Niteroi, Rio das
Flores, Rio das Ostras, Santo Antonio de Padua, Sdo Francisco de Itabapoana, Sdo Gongalo,
Sdo Jodo da Barra, Trés Rios e Volta Redonda.

O censo estadual apicola de 2006 nao apresenta dados de quais doencas podem estar
acometendo os apiarios. Alguns questiondarios trouxeram, na forma de observacdo, relatos
sobre a ocorréncia de varroatose e cria ensacada brasileira. Nenhuma outra doenca de abelhas
foi citada pelos apicultores.

O alto indice de perdas por doenca reflete a falta de um programa de sanidade apicola
no estado. A baixa citacdo das causas envolvidas sugere que h& pouco conhecimento pelos
apicultores sobre as doencas que vém afetando o0s seus apiarios.

3.3 Responsavel pelo Diagnéstico de Doencas

Os apicultores que responderam afirmativamente a ocorréncia de doencas foram
questionados sobre o responsavel pelo seu diagndstico. A grande maioria dos casos de doenca
foi diagnosticada pelo proprio apicultor (188 questionarios) e apenas uma pequena parte por
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técnicos do governo (15 questionarios) ou, por contratado (seis questionarios). A figura 4
mostra a participacdo percentual de cada categoria para a efetivacao do diagnostico de doenca
no apiario. Entre os 253 questionarios, 44 ndo trouxeram essa informagéo (17%).

2% Técnico
contratado

6% Técnico
do gowverno

75%
Apicultor

Figura 4. Proporcéo de responsabilidade pelo diagnostico de doencas.
Estado do Rio de Janeiro. 2005-2006.

Os dados indicam uma fraca assisténcia ao apicultor, tanto publica como privada, no
que tange ao principal problema para as perdas na apicultura do estado do Rio de Janeiro que
sdo as doengas de abelhas. A falta de um servico de diagndstico técnico provavelmente
conduz o apicultor a responsabilidade de fazé-lo. Este quadro revela que a sanidade apicola
ndo tem merecido a devida atencdo dos veterinarios, técnicos e Orgdos competentes em
sanidade no estado.

O alto indice de perdas e de desassisténcia técnica, em especial por doencas, pode
favorecer a dispersdo de vetores de doencas de abelhas e da reducdo da qualidade dos
produtos apicolas. E possivel que os apicultores, ao assumir o diagndstico de doencas, possam
estar inclusive aplicando uma medida de controle inadequada, como a utilizacdo de
substancias quimicas, favorecendo a contaminacao dos produtos apicolas.

Em 2006, o Ministério da Agricultura aprovou o Regulamento Técnico do Programa
Nacional de Sanidade Apicola. O regulamento define as competéncias dos 6rgdos publicos,
apicultores, veterindrios, técnicos e laboratérios no combate as doencas de abelhas e
padroniza acdes profilaticas, de diagnostico e de saneamento dos apiarios e estabelecimentos
gue manipulam, processam ou comercializam os produtos apicolas (MAPA, 2006). A
aplicacdo destas medidas podera prevenir a introducdo de doencas exoticas e controlar ou
erradicar aquelas ja existentes no pais.

3.4 Anexo do Censo Apicola sobre Sintomas de Doencas

3.4.1 Caracteristicas dos apicultores

Os apicultores que participaram da pesquisa preenchendo os questionarios sobre
doencas realizaram inspec¢des na colméia com freqiiéncia quinzenal (65%), mensal (16%) ou
acima desse periodo (19%). Metade deles tém certificacdo de curso, até 20 anos de exercicio
na apicultura e sofrem perda anual entre 90 e 100% das colméias devido a doencas.

Foram preenchidos apenas 31 questionarios sobre os sintomas de doencas, todos estes
conduzem a sintomatologia de cria ensacada brasileira (CEB).
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3.4.2 Sintomas de doengas

Os sintomas e sinais mais relatados foram: cria morta, opérculos perfurados, presenca
de forideos nos favos e alteracdo na coloracdo da larva para cinza, marrom ou cinza-escuro. A
figura 5 mostra a quantidade de todos os sintomas e sinais que foram marcados pelos
apicultores nos questionarios.
cria
morta opérculo
24 | perfurado qof

21 | alterada forideo

3 19 19 _
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Figura 5. Sintomas e sinais da cria ensacada brasileira. Estado do Rio de Janeiro. 2005-2006.

3.4.3 Municipios pesquisados com cria ensacada brasileira

Os questionarios foram obtidos em apenas 14 municipios: Petropolis, Sapucaia, Magé,
Pirai, Rio Bonito, Itaborai, Carmo, Cachoeiras de Macacu, Itaguai, Mendes, Niteroi, Paraiba
do Sul, Tangua, e Teresdpolis (Tabela 3).

Tabela 3. Distribui¢do dos apicultores pesquisados com CEB por municipio. Estado do Rio
de Janeiro. 2005-2006.

Apicultores Municipios

6 Petropolis
Sapucaia
Magé
Pirai
Rio Bonito
Itaborai
Carmo
Cachoeiras de Macacu
Itaguai
Mendes
Niteroi
Paraiba do Sul
Tangué
Teresopolis

PR RPRRPRPRPRPRPNWWW®

Segundo a Federacdo das AssociacOes de Apicultores do Estado do Rio de Janeiro
(FAERJ), a CEB também foi notificada em: Silva Jardim, Guapimirim, Trés Rios e Sdo José
do Vale do Rio Preto.
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3.4.4 Periodo de ocorréncia da cria ensacada brasileira

Segundo os dados destes questionarios, a CEB prevaleceu durante as estagdes da
primavera e verdo, no periodo compreendido entre outubro e marc¢o (Figura 6).
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Figura 6. Ocorréncia da cria ensacada brasileira ao longo do ano, declarada pelos apicultores.
Estado do Rio de Janeiro. 2005-2006.

Verifica-se um aspecto curioso, o periodo de ocorréncia da CEB varia conforme a
regido. Na regido do Médio Paraiba predominou em outubro, na regido Metropolitana em
novembro, na regido da Baixada Litoranea em novembro e dezembro, na regido Serrana em

janeiro e na regido Centro-Sul em fevereiro.
Os dados de periodo da doenca coincidem com os resultados para a questdo sobre

época de producédo de mel. A CEB predominou em época de floracGes abundantes (Figura 7),
definida pelos apicultores pela presenca de colméias fortes, com melgueiras repletas de mel e
alta presenca de polen no ninho. A abundancia de alimento na colméia foi relatada por 90%

dos apicultores.

escassa
13%

média
10%

abundante
77%

Figura 7. Abundancia da floracdo durante a CEB: porcentagem de apiarios.
Estado do Rio de Janeiro. 2005-2006.

3.4.5 Tratamentos efetuados nas colméias com cria ensacada brasileira

Uma vez detectada a CEB, a maioria dos apicultores (85%) néo realizou tratamento
algum na colméia afetada. Metade desses apicultores guardou as caixas perdidas pela CEB no
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depdsito e a outra metade preferiu queimar ou, desinfetar as caixas com problema. Dentre
aqueles que instituiram algum tipo de tratamento, dois medicaram com terramicina, dois
migraram as colméias para outro local e um retirou o pdlen dos favos.

Os dados sugerem que a cria ensacada brasileira permanece sem um controle efetivo
implantado nos apiarios. Ndo ha um tratamento indicado e a medida preventiva de migragédo
das colméias foi pouco utilizada pelos apicultores, provavelmente pela dificuldade de
realizacdo dessa atividade.

3.5 Consulta ao Herbério do Jardim Botéanico

As amostras de Stryphnodendron polyphyllum coletadas para herborizacdo foram
provenientes de arvores com altura entre quatro e 30 metros, habitando principalmente mata
de encosta. S. polyphyllum é freqliente nos cerrados e campos rupestres do Nordeste, e em
florestas no Sudeste (MORIM, 2006). Pode ser encontrado no Amazonas, Rio de Janeiro e
Minas Gerais (CORREA, 1926). Segundo OCCHIONI MARTINS (1981), esta é a Unica
espécie do género existente no estado do Rio de Janeiro. Sua presenca, porém, ndo é frequente
neste estado, ocorrendo nas beiradas de mata, areas degradadas ou, formacgdes secundarias
(OCCHIONI MARTINS, 1974). S. polyphyllum foi observado em 14 exsicatas, provenientes
de coleta em oito municipios do estado: Itatiaia, Nova Iguacu, Nova Friburgo, Santa Maria
Madalena, Teresopolis, Silva Jardim, Macaé e Paraty. A tabela 4 mostra a distribuicdo das
exsicatas por municipios e anos da coleta.

Tabela 4. Distribuicdo das exsicatas de Stryphnodendron polyphyllum por municipio. Estado
do Rio de Janeiro. 2006

Exsicatas Municipios Ano da Coleta
1 Itatiaia 1918

1 Nova lguacu 1996

1 Nova Friburgo 1881

1 Santa Maria Madalena 1934

1 Teresopolis 1979

1 Silva Jardim -

1 Macaé 1987

7 Paraty 1989 a 1994

Fonte: Jardim Botanico do Rio de Janeiro

Os municipios de Sapucaia e Petropolis participaram com o maior ndmero de
notificacdes de CEB (40%) e Paraty com a maior quantidade de exsicatas de S. polyphyllum
(50%).

Confrontando os dados dos questionarios com os das exsicatas, verifica-se que Itatiaia,
Nova Iguacu, Nova Friburgo, Santa Maria Madalena, Silva Jardim, Macaé e Paraty nédo
apresentaram qualquer declaracdo sobre ocorréncias de CEB, mas foram encontradas
exsicatas de S. polyphyllum provenientes destes municipios. No entanto, Pirai, Mendes,
Paraiba do Sul, Sapucaia, Carmo, Petropolis, Rio Bonito, Cachoeiras de Macacu, Itaborali,
Itaguai, Magé, Niterdi e Tangua tiveram ocorréncias de CEB declarada nos questionarios, mas
ndo foram encontradas exsicatas de S. polyphyllum coletadas nestes municipios. Teresopolis
foi o Unico municipio que apresentou coincidéncia entre a ocorréncia de S. polyphyllum
revelada pelas exsicatas e a ocorréncia de CEB informada nos questionarios (Tabela 5).
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Tabela 5. Municipios do estado do Rio de Janeiro que apresentaram questionarios sobre a cria
ensacada brasileira (CEB) e exsicatas de Stryphnodendron polyphyllum (“barbatimao™).

Reqgides Municipios “barbatiméo”
MEDIO PARAIBA Iltatiaia
Pirai
METROPOLITANA Itaborai
Itaguai
Mageé
Niteroi
Nova lguacu
Tangua
BAIXADA LITORANEA  Cachoeiras de Macacu
Rio Bonito
Silva Jardim
SERRANA Carmo
Nova Friburgo
Petrdpolis
Santa Maria Ma dalena
Teresopolis
CENTRO -SUL Mendes
Paraiba do Sul
Sapucaia
NORTE Macaé
COSTA VERDE Paraty

@)
ZmememZmmememmmwzg
DN ZZ220vnZ2nZ2n22Z2n22222w0m

Legenda: S = sim, presenca de CEB ou “barbatimao”; N= ndo, auséncia.
Fonte: Jardim Botéanico do Rio de Janeiro e Censo Apicola do Rio de Janeiro. 2006.

A distribuicdo geografica de Stryphnodendron adstringens revela que essa espécie nao
ocorre no estado do Rio de Janeiro (OCCHIONI MARTINS, 1990). Ndo foi encontrada
nenhuma exsicata no acervo do herbario do Jardim Botanico e nenhuma referéncia
bibliogréafica sobre a ocorréncia de S. adstringens neste estado. S. adstringens é planta
caracteristica de cerrados e campos, tanto em formagdes primarias como secundarias,
encontrada geralmente em areas desmatadas ou degradadas, do Para até Sdo Paulo e em Mato
Grosso do Sul (LORENZI, 2002; OCCHIONI MARTINS, 1980).

Os resultados indicam que S. adstringens ndo pode estar envolvida na etiologia da
CEB que vem ocorrendo no estado do Rio de Janeiro porque nao existe neste estado e que ha
pouca sobreposicdo geogréafica entre a CEB e 0 S. polyphyllum no estado do Rio.
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4 CONCLUSOES

As perdas de colméias sdo significativas no estado do Rio de Janeiro atingindo 61%
dos apiérios pesquisados. As doencas de abelhas constituem o principal motivo para as
perdas, seguida pelo ataque de formigas e pela fuga de enxames, que também podem ser
sinais de doenca.

A cria ensacada brasileira ocorre durante todos os meses do ano, principalmente em
periodo de floracdo abundante e fartura de alimento na colméia.

Em 75% dos casos, é o préprio apicultor quem faz o diagndstico da doenga. O manejo
mais adotado para o controle é ndo realizar tratamento algum e guardar as caixas com
problemas no depdsito.

A CEB ¢ observada em 14 municipios: Petropolis, Sapucaia, Magé, Pirai, Rio Bonito,
Itaborai, Carmo, Cachoeiras de Macacu, Itaguai, Mendes, Niterdi, Paraiba do Sul, Tangua, e
Teresopolis.

Stryphnodendron polyphyllum é a Unica espécie do género existente no estado do Rio

de Janeiro. A comparagdo entre o zoneamento da CEB e a distribuicdo geografica de S.
polyphyllum revela sobreposicdo de dados apenas para 0 municipio de Teresopolis.
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CAPITULO II

PRINCIPAIS TIPOS POLINICOS PRESENTES
EM COLMEIAS DE Apis mellifera Linnaeus (Hymenoptera, Apidae)
AFETADAS POR CRIA ENSACADA BRASILEIRA
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RESUMO

Os grdos de podlen de algumas arvores Stryphnodendron, conhecidas popularmente por
“barbatimado”, sdo responsabilizados pela mortandade de larvas pré-pupas observada na cria
ensacada brasileira (CEB). Objetivou-se identificar os tipos polinicos de amostras coletadas
em colméias de Apis mellifera para elucidar as fontes florais utilizadas por essa espécie em
regibes e em periodos sujeitos a CEB, com especial atencdo para a presenca do polen de
Stryphnodendron. Coletaram-se amostras de pdlen apicola e pdo de abelhas em sete apiarios
localizados em trés municipios do estado do Rio de Janeiro. A amostragem foi tomada um
més antes do periodo corrente da CEB e durante sua ocorréncia. As familias mais
representativas foram: Leguminosae, Euphorbiaceae, Asteraceae, Poaceae e Myrtaceae. O
polen de Stryphnodendron ndo esteve presente nas amostras analisadas sugerindo, portanto,
outra causa para a CEB nos apiarios pesquisados.

Palavras-chave: Recurso floral. Intoxicacdo por plantas. Apicultura.

ABSTRACT

The pollen grains of some Stryphnodendron spp, commonly known as “barbatimédo”, were
responsible for the pre-pulps larvae mortality observed in brazilian sac brood (BSB). The
pollen samples were collected from hives of Apis mellifera, which were identified to elucidate
the floral sources of these species in regions and periods of time where BSB usually occurs,
with particular attention to the pollen grains of Stryphnodendron (“barbatimdo”). Samples of
pollen and bee bread were collected from seven apiaries located in the state of Rio de Janeiro,
Brazil. Sampling procedures were done a month before BSB usual occurrence and also during
its occurrence. The samples most representative were Leguminosae, Euphorbiaceae,
Asteraceae, Poaceae and Myrtaceae. The Stryphnodendron pollen was not presented at the
analyzed samples, suggesting another cause to determine BSB.

Key words: Floral source. Plants intoxication. Apiculture.
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1 INTRODUCAO

A cria ensacada brasileira (CEB) é uma doenca que apresenta alta mortalidade de cria
constituindo um dos principais problemas da apicultura no estado do Rio de Janeiro, onde tem
ocasionado grandes prejuizos (LORENZON, 2006).

CARVALHO (1998) apresentou o polen de Stryphnodendron polyphyllum Mart. 1837
(Mimosoidea), como o responsavel pela ocorréncia da cria ensacada brasileira em abelhas
meliferas. CASTAGNINO (2002) observou também em colméias de Apis sintomas
semelhantes aos da CEB durante a floracdo de S. adstringens (Mart.)) Coville 1910
(Mimosoidea). Estas duas espécies sdo conhecidas vulgarmente por “barbatimao”. O tanino
foi a substancia apontada como toxica para as larvas de Apis, tanto em S. polyphyllum
(SANTQOS, 2000) como em S. adstringens (CINTRA et al., 1998).

No estado do Rio de Janeiro, apicultores vém denunciando perdas por CEB nos
apiarios que abrangem os seguintes municipios: Teresopolis, Petropolis, S&o José do Vale do
Rio Preto, Carmo, Sapucaia, Mendes, Rio Bonito, Trés Rios, Sambaetiba, Pirai, Mage,
Guapimirim e Silva Jardim (PACHECO, 2006).

Apesar da toxicidade comprovada do “barbatimdo” sobre as crias de abelhas Apis,
existem suspeitas de que a doenga esteja ocorrendo em regibes onde a presenca do
“barbatimédo” é insignificante para provocar tdo alta mortalidade. Os resultados apresentados
no capitulo | deste estudo mostram que S. polyphyllum néo apresentou distribuicdo geografica
sobreposta aos relatos de CEB e S. adstringens ndo ocorre no estado do Rio de Janeiro
(OCCHIONI MARTINS, 1990; LORENZI, 2002).

A andlise do polen, através da palinologia (BARTH, 1989), de colméias doentes € uma
etapa importante para o diagnéstico de intoxicagBes causadas por plantas nas abelhas. Através
desse procedimento, é possivel verificar se as abelhas estdo forrageando alguma planta
documentada como toxica para a espécie, bem como, a representatividade do tipo polinico na
dieta. Além disso, é possivel verificar se plantas suspeitas de serem toxicas pela
experimentacdo ou, pelo isolamento de principios toxicos, sdo realmente forrageadas em
condicgdes naturais.

Para este estudo propde-se a hipotese de que o polen de Stryphnodendron ndo é o
agente etioldgico das ocorréncias de CEB observadas no estado do Rio de Janeiro. Para testar
esta hipotese, objetivou-se definir os tipos polinicos em amostras de colméias de abelhas
africanizadas sujeitas a cria ensacada brasileira, com especial atencdo para a identificacdo dos
graos de polen de Stryphnodendron.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de Estudo

A amostragem foi realizada em municipios do estado do Rio de Janeiro com alta perda
de colméias e com sintomas da CEB. Estes municipios foram identificados através de
dendncias dos apicultores da regido a Federacao das Associacdes de Apicultores do Estado do
Rio de Janeiro (FAERJ) ou, diretamente a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ). Foram selecionados apicultores que efetivamente monitoravam seus apiarios
durante o surto da doenca sendo devidamente instruidos quanto a amostragem.

Sete apiarios foram alvo de observacGes e amostragem em trés municipios diferentes:
Mendes (22°31°36”S, 43°43’58”W), Sapucaia (21°59°42”S, 42°54’52”W) e Petropolis
(22°30°18”S, 43°10°43”W). Em Sapucaia houve a participacao de dois apiarios, nomeados de
Sapucaial e Sapucaia2. Em Petrdpolis foram estudados apiarios nos distritos de Itaipava e
Posse e nas localidades de Secretario e Brejal. Dos sete apiarios examinados, cinco foram
acompanhados rotineiramente pelo pessoal da pesquisa e apicultores e dois (Secretario e
Sapucaia2) em visitas esporadicas.

2.2 Amostragem

Coletaram-se o0 polen apicola e o pdo de abelhas de duas colméias nas categorias de
ninho ou melgueira. Pdlen apicola é o pdlen que foi coletado nas flores e transportado para a
colméia. Pdo de abelhas é o polen estocado no favo que recebeu mel, secre¢Bes glandulares
das abelhas e sofreu fermentacéo acido-latica por acdo de bactérias e leveduras (HERBERT &
SHIMANUKI, 1978).

O polen apicola foi coletado a partir de coletores instalados no alvado de duas
colméias escolhidas ao acaso. A quantidade de polen coletado variou ao longo do periodo,
sendo suficiente para a analise palinoldgica (2g). O equipamento foi instalado nas colméias
uma vez por semana pela manha e permaneceu pelo menos por duas a trés horas. Apos este
periodo, o polen foi imediatamente coletado e armazenado em saco plastico esterilizado,
identificado e mantido refrigerado a 2°C. A coleta de pélen foi feita ao longo do més anterior
e durante o periodo corrente da mortalidade nos apiarios, de julho de 2005 a fevereiro de
2006.

Diagnosticada a ocorréncia da mortalidade de cria nas colméias, coletou-se o pao de
abelhas em zonas de 5 x 5cm de favos provenientes de duas colméias onde ocorriam larvas
pré-pupas afetadas pela doenca. As amostras foram devidamente embaladas, identificadas e
mantidas refrigeradas.

Apds o periodo de amostragem, todo o material refrigerado foi enviado ao Laboratério
de Palinologia do Departamento de Boténica da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ) para efetuar as analises palinoldgicas.

2.3 Metodologia

A preparagdo das amostras seguiu 0 método padronizado por LOUVEAUX et al.
(1970) e BARTH (1989). As massas de pdlen foram retiradas com o auxilio de um estilete
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flambado contendo um pedago de gelatina glicerinada na ponta e foram depositadas sobre
laminas de microscopia. As laminas foram levemente agquecidas para a dissolucdo da gelatina
e foram colocadas laminulas sobre o material, vedando-se com parafina. Foram preparadas
duas laminas etiquetadas e identificadas para cada amostra.

Através de microscopio Optico, realizou-se a contagem de 300 a 500 gréos de pélen
por amostra, sendo identificados os tipos polinicos por comparagdo com o laminario de
referéncia da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Cabe ressaltar que a andlise dedicou
especial atencdo na identificacdo do polen de “barbatiméo”.

Os tipos polinicos foram analisados por freqliéncia, por apiario e por municipio.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ocorréncia de Cria Ensacada Brasileira nos Apiarios

Os apiarios pesquisados comumente apresentam CEB anualmente, em meses
peculiares conforme a regido. Nos apiarios acompanhados o nimero de colméias oscila entre
15 a 50 por apiario e os apicultores realizam inspe¢des quinzenais e sofrem perdas de
colméias durante a doenca, seja devido a morte das larvas pré-pupas, seja pela presenca de
agentes oportunistas como predadores e microrganismos, que pode culminar no abandono do
enxame.

Dos sete apiarios investigados, somente 0 do municipio de Mendes ndo apresentou
colméias com sintomas aparentes de CEB. Os demais foram acometidos pela doenca,
atingindo perdas de colméias de até 100%, quando ndo houve aplicacdo de qualquer medida
profilatica. Este dado reforca os prejuizos desta doenga junto aos apicultores.

3.2 Tipos Polinicos nas Amostras

Os tipos polinicos apresentados foram: Leguminosae, Euphorbiaceae, Asteraceae,
Poaceae, Myrtaceae, Arecaceae, Convolvulaceae, Ulmaceae e Acanthaceae (Anexo D). Essa
diversidade trofica reforca a variacao da preferéncia de Apis mellifera por alimento e esta de
acordo com outros estudos (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 1989; RAMALHO et al., 1990;
entre outros). A tabela 1 apresenta a freqiiéncia das familias de plantas encontradas no pélen
apicola e no pao de abelhas de todas as amostras analisadas.

Tabela 1. Freqliéncia de ocorréncia de tipos polinicos em polen apicola e pdo de abelhas de
colméias Africanizadas coletados um més antes e durante a ocorréncia da CEB em trés
municipios do estado do Rio de Janeiro: Mendes, Sapucaia e Petrdpolis, no periodo de julho
de 2005 até fevereiro de 2006.

Pblen Apicola Pao de Abelhas Total

Téaxon NUmero  Freqiéncia Numero Freqiiéncia Numero Freqléncia
Leguminosae 11 25% 6 40% 17 29%
Euphorbiaceae 9 20% 2 13% 11 18%
Asteraceae 7 16% 2 13% 9 15%
Poaceae 6 13% 2 13% 8 13%
Myrtaceae 8 18% - - 8 13%
Arecaceae 2 4% - - 2 3%
Convolvulaceae 1 2% 1 7% 2 3%
Ulmaceae 1 2% - - 1 2%
Acanthaceae - - 1 7% 1 2%
Miscelanea - - 1 7% 1 2%
Total 45 100% 15 100% 60 100%

Verificou-se que os tipos polinicos Leguminosae, Euphorbiaceae, Asteraceae, Poaceae
e Myrtaceae representaram boas fontes de polen para as abelhas no periodo estudado, haja
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vista a quantidade que foi coletada. Em estudos sobre levantamento de flora melitéfila
(MARTINS, 1994; AGUIAR et al., 1995; VIANA et al., 1997; CARVALHO & MARCHINI,
1999; LORENZON, 2003), estas familias vegetais foram correntemente apresentadas como
componentes de seu nicho trofico. Os tipos Convolvulaceae, Arecaceae e Ulmaceae tiveram
baixa coleta, representando uma fonte de p6len ocasional, e o tipo polinico Acanthaceae pode
representar um estoque antigo, ja que nao se apresentou nas amostras de pélen apicola.

A figura 1 apresenta a freqliéncia das principais familias vegetais encontradas no pélen
apicola durante um més antes da ocorréncia da CEB e a figura 2 apresenta a freqliéncia dessas
mesmas familias no pélen apicola e no pao de abelhas que foram coletados durante a CEB.

Myrtaceae
18% Leguminosae
24%
Poaceae
16%
Euphorbiaceae
Asteraceae 24%
18%

Figura 1. Familias vegetais de maior representatividade no pélen apicola coletado durante um
més antes da ocorréncia de CEB em trés municipios do estado do Rio de Janeiro: Mendes,
Sapucaia e Petropolis. 2005- 2006.

Myrtaceae
7% Leguminosae
Poaceae 54%
13%
Asteraceae
13%
Euphorbiaceae

13%

Figura 2. Familias vegetais de maior representatividade no pdlen apicola e no pdo de abelhas
coletados durante a ocorréncia de CEB em dois municipios do estado do Rio de Janeiro:
Sapucaia e Petropolis. 2005- 2006.

Houve um aumento da coleta e do estoque de grdos de pdlen de Leguminosae no
periodo que precedeu a CEB. Esta fonte floral esteve presente no pdo de abelhas em
proporcao superior a da coleta provavelmente devido a sua alta disponibilidade no ambiente e
atratividade as abelhas, j& que foi observado alto estoque de alimento (mel e pdlen) nas
colméias afetadas pela CEB.
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3.3 Tipos Polinicos por Municipio

Durante a pesquisa, Petropolis, representada pelos seus distritos Itaipava e Posse, e a
localidade de Secretario, foram acometidas pela CEB em fevereiro, coincidindo com o
periodo de safra de mel. Posse também apresentou a doenca em julho e a localidade de Brejal
em setembro. Em Itaipava, destacaram-se os tipos polinicos Croton (Euphorbiaceae),
Eucalyptus (Myrtaceae) e Anadenanthera nas amostras de pdlen apicola coletadas em janeiro
e durante a ocorréncia da CEB, em fevereiro (Tabela 2).

Tabela 2. Tipos polinicos das amostras de polen apicola coletadas um més antes e durante a
ocorréncia da CEB no municipio de Petrépolis (Itaipava). Estado do Rio de Janeiro. 2006.

Coleta Tipo Floral do Pdlen
07/01/06 Eucalyptus e Croton
17/01/06 Croton
24/01/06 Anadenanthera e Poaceae
01/02/06 Croton e Myrcia
07/02/06 Eucalyptus e Anadenanthera

A floracdo de Croton, presente no municipio de Sapucaia, é melitofila e permite a
melhor safra de mel do ano. Nesta regido € comum se observar, durante ou apos esta florada,
surtos de CEB, o que vem ocasionando altas perdas na apicultura local. Poaceae, Croton,
Mimosa (Mimosoidea) e Anadenanthera foram os tipos polinicos mais frequentes nas
amostras de pdlen apicola coletadas em janeiro e durante a ocorréncia da CEB, em fevereiro
(Tabela 3).

Tabela 3. Tipos polinicos das amostras de polen apicola coletadas um més antes e durante a
ocorréncia da CEB no municipio de Sapucaia. Estado do Rio de Janeiro. 2006.

Coleta Tipo Floral do Pélen
18/01/06 Baccharis e Poaceae
18/01/06 Croton
26/01/06 Mimosa e Croton
26/01/06 Mimosa
01/02/06 Mimosa e Croton
09/02/06 Croton e Poaceae
09/02/06 Anadenanthera, Zea mays, Merremia e

Poaceae
15/02/06 Anandenanthera
15/02/06 Anadenanthera
22/02/06 Anadenanthera
22/02/06 Poaceae e

Mimosa caesalpiniaefolia

Em Mendes houve relatos da ocorréncia de CEB no periodo de setembro a outubro,
mas durante este estudo as colméias observadas ndo apresentaram doenca. Este periodo, com
ou sem CEB, correspondeu também a safra de mel no local, segundo dados do apicultor. Os
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principais tipos polinicos identificados através da coleta de pdlen apicola durante os meses
sujeitos a CEB foram Vernonia (Asteraceae) e Eucalyptus (Myrtaceae) (Tabela 4).

Tabela 4. Tipos polinicos das amostras de polen apicola coletadas durante 0os meses sujeitos a
ocorréncia da CEB no municipio de Mendes. Estado do Rio de Janeiro. 2005.

Coleta Tipo Floral do Pdlen
23/09/05 Eucalyptus e Vernonia
23/09/05 Vernonia e Eucalyptus
06/10/05 Vernonia
13/10/05 Vernonia
13/10/05 Vernonia e Trema micrantha

A tabela 5 mostra os tipos polinicos identificados nas amostras de pdo de abelhas
coletadas durante a doenca nas colméias afetadas pela CEB.

Tabela 5. Tipos polinicos das amostras de pdo de abelhas coletadas durante a ocorréncia da
CEB nos municipios de Sapucaia (1, 2) e Petrépolis (ltaipava, Secretario, Posse, Brejal).
Estado do Rio de Janeiro. 2005-2006.

Regido Coleta Tipo Floral do Pélen

Posse 05/07/05 Vernonia, Senecio

Brejal 26/09/05 Miscelanea de tipos polinicos

Itaipava 10/02/06 Anadenanthera

Sapucaia 1 10/02/06 Anadenanthera

Sapucaia 2 10/02/06 Anadenanthera

Secretario 13/02/06 Schizolobium parahybum

Sapucaia 1 24/02/06 Mimosa caesalpiniaefolia, Croton,
Poaceae, Bravaisia e Merremia

Posse 25/02/06 Anadenanthera, Poaceae e Ricinus

Verificou-se que Anadenanthera foi o principal polen apicola coletado de 15 dias
antes até a ocorréncia da CEB e também o mais frequentemente encontrado no péo de abelhas
dos favos que apresentaram mortalidade com sintomas de cria ensacada (Anexo E). O pdlen
de Stryphnodendron ndo foi observado em qualquer das amostras realizadas indicando que
essa espécie pode ndo estar presente na alimentacdo das larvas de abelhas nos apiarios
estudados (Anexo F).

Nas anélises polinicas de polen apicola e no estoque de pao de abelhas de colméias
afetadas pela CEB houve auséncia de Stryphnodendron spp e de outras espécies florais
consideradas como suspeitas ou, comprovadamente toxicas, para abelhas meliferas no Brasil.

Dos tipos polinicos presentes nesta pesquisa, Anadenanthera apresenta ocorréncias de
intoxicagBes em bovinos (TOKARNIA et al., 1999); Zea mays L. (Poaceae) contém alto teor
de nitratos, que podem transformar-se em nitritos e predispor a intoxicacdes nos animais
(CLARKE et al., 1981); Trema micrantha L. (Blume) (Ulmaceae) causa intoxicagdo em
bovinos e caprinos
(TRAVERSOhttp://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782003000100021 - back1#backl et al. 2003; 2004). Ricinus communis L. (Euphorbiaceae)
ocorre em todo o Brasil com histéricos de intoxicacdo ocasional em bovinos e humanos
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(TOKARNIA et al., 1975; DOBEREINER et al., 1981). Nenhuma dessas espécies botanicas,
no entanto, foram ainda descritas como causadoras de mortalidade em colméias de Apis
mellifera.

No Brasil, o polen de S. polyphyllum (CARVALHO, 1998) e S. adstringens
(CASTAGNINO, 2002) foram indicados como causadores de intoxicacdo em larvas pré-
pupas. O polen de S. adstringens também reduz a sobrevivéncia de abelhas adultas (ALVES
et al., 1996; CINTRA et al, 1998). Dimorphandra mollis Benth. (Fabaceae), conhecida
vulgarmente como “falso barbatiméo”, é outra espécie que possui pdlen toxico capaz de matar
abelhas adultas (CINTRA et al., 1998; 2002; 2003). Morte de abelhas nas flores de
Caesalpinia peltophoroides Benth. (Fabaceae) foi observada no estado de S&o Paulo,
presumindo-se néctar toxico (LAMA & PERUQUETT], 2006). O néctar de Ochroma lagopus
Sw. (Bombacaceae) também foi reportado como agente causal da morte de abelhas Apis
(PAULA et al., 1997). A espécie arborea africana introduzida no Brasil Spathodea
campanulata Beauv. (Bignoniaceae) produz néctar que intoxica varias espécies de insetos,
inclusive abelhas Apidae (NOGUEIRA NETO, 1997; TRIGO & SANTOS, 2000;
CALLIGARIS, 2001).

Devemos atentar para o fato de que encontrar um composto toxico no néctar ou, no
polen de uma planta, ndo € necessariamente prova de que causa intoxicacdo nas abelhas. A
intoxicagdo experimental também é uma prova isolada de que a mortalidade de abelhas esta
acontecendo devido a espécie floral testada. Para um diagnéstico seguro, faz-se necessario
verificar se a planta suspeita existe no local das ocorréncias e se foi realmente forrageada.

Geralmente, uma intoxicacdo ocorre quando a fonte alimentar é escassa e 0s animais
tendem a ingerir plantas que normalmente ndo consomem (TOKARNIA et al., 2000). Dessa
maneira, uma possibilidade para a intoxicacdo de abelhas por plantas seria o0 crescente
desmatamento estar resultando em diminuicdo da oferta de recursos alimentares, o que
aumentaria a coleta de uma fonte toxica disponivel (CASTAGNINO, 2003). Este ndo parece
ser 0 caso da cria ensacada brasileira, cujos relatos apontam para ocorréncias durante periodo
de floracGes abundantes e fartura de alimento na colmeéia.

A anélise palinoldgica permite verificar os tipos polinicos que estdo sendo utilizados
como recurso floral na colméia e, portanto, orientar se ha algum consumo de polen toxico em
condicGes naturais. Pelo fato do pélen de Stryphnodendron nédo estar presente na alimentacao
das larvas afetadas pela CEB nos apiarios pesquisados, ndo é possivel indica-lo como o agente
causador desta mortalidade de cria verificada nos locais estudados.

3.4 Recomendacdes de Pesquisa

Pelas similaridades de familia e principio toxico com Stryphnodendron spp e pela
freqUéncia em que apareceu nas amostras a época da cria ensacada brasileira, sugere-se
investigar a toxicidade de Anadenanthera spp para as abelhas. A. colubrina é a espécie
melifera encontrada no estado do Rio de Janeiro com florescimento a partir de novembro até
janeiro (LORENZI, 2002).
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4 CONCLUSOES

O tipo polinico Stryphnodendron spp ndo estd presente nas amostras analisadas e,
portanto, a CEB pode néo ser causada pelo polen do “barbatimao” nos apiarios pesquisados.

Face & auséncia de Stryphnodendron nas colméias afetadas, sugere-se que a CEB
observada no estado do Rio de Janeiro € distinta e poderia ser chamada de CEB tipo II.
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CAPITULO I1I

IDENTIFICACAO DE BACTERIAS, FUNGOS E MICOTOXINAS
EM COLMEIAS DE Apis mellifera Linnaeus (Hymenoptera, Apidae)
AFETADAS POR CRIA ENSACADA BRASILEIRA
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RESUMO

Esta pesquisa objetivou investigar a ocorréncia de bactérias, fungos potencialmente toxigenos
e micotoxinas em colméias de Apis mellifera afetadas pela cria ensacada brasileira (CEB). A
amostragem, de polen apicola, pao de abelhas e larvas mortas, foi obtida em colméias de Apis
mellifera de oito apiarios localizados em quatro municipios do estado do Rio de Janeiro.
Coletaram-se as amostras durante a ocorréncia da CEB e, no caso do pélen apicola, também
durante um més antes do periodo suposto para a doenca. Para a pesquisa bacterioldgica, as
amostras foram inoculadas primariamente em Agar-Sangue e, posteriormente, em meios
especificos segundo 0 microrganismo suspeito. Para o isolamento fangico, foram utilizados os
Agar Sabouraud-Ampicilina e Agar Dextrose Batata, aqueles potencialmente toxigenos foram
cultivados em meios especificos para identificacdo. As micotoxinas foram extraidas
diretamente das amostras com cloroférmio, detectadas em cromatografia de camada fina
(CCF) e confirmadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Dentre os isolados
bacterianos foi possivel detectar prevaléncia de Bacillus spp, identificando-se: B.
thuringiensis, B. alvei, B. apiarius, B. megaterium e B. polymyxa. A micobiota isolada foi
composta principalmente por Penicillium e Aspergillus, identificando-se duas espécies
potencialmente toxigenas: A. niger e A. parasiticus. Aflatoxinas B1 e G1 estiveram presentes
em amostras de polen apicola e pdo de abelhas de um apiario. Frente & variedade de
microrganismos potencialmente patogénicos e potencialmente toxigenos, bem como a
deteccdo de micotoxinas, nas amostras analisadas, faz-se necessario mais estudos para
investigar a etiologia da CEB no estado do Rio de Janeiro.

Palavras-chave: Sanidade apicola. Microbiota. Toxinas.
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ABSTRACT

This research aimed to investigate the occurrence of bacteria, mightly toxic fungi and
mycotoxins in Apis mellifera hives affected by brazilian sac brood (BSB). Samples of pollen
grains, bee bread and dead larvae were obtained from eight apiaries located at four
communities of the state of Rio de Janeiro, Brazil. For the bacteriological survey, samples
were inoculated primarily in Blood Agar, followed by inoculation in specific media,
according to the suspect microorganism. For fungal isolation, Sabouraud-Ampicillin and
Dextrose Potato Agar were utilized, specific media were used for identification of toxigenic
fungi. The mycotoxins were extracted from the samples with chloroform and detected by Thin
Layer Chromatography (TLC), followed by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) to confirm. From bacterial isolates, it was possible to detect the prevalence of
Bacillus spp and the following species: B. thuringiensis, B. alvei, B. apiarius, B. megaterium
e B. polymyxa. The isolated mycobiota was mainly composed of Penicillium e Aspergillus and
two species were potentially toxic: A. niger and A. parasiticus. Aflatoxins B1 and G1 were
present in apiarian grain and bee bread samples. The variety of potential toxigenic and
pathogenic microorganisms, as well as the detection of mycotoxins in the evaluated samples
points to the requirement of further studies in order to investigate the BSB etiology in the
state of Rio de Janeiro

Key-words: Apiarian sanity. Microbiota. Toxins.
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1 INTRODUCAO

A cria ensacada brasileira (CEB) é um dos principais problemas na apicultura do
estado do Rio de Janeiro onde tem gerado prejuizos substanciais (LORENZON, 2006). Essa
doenca acomete colbnias de abelhas meliferas provocando altas perdas. Os sintomas sdo 0s
mesmos da cria ensacada européia, causada pelo Sac Brood Virus (BAILEY & BALL, 1991).
Observa-se presenca de larvas pré-pupas mortas com acUmulo de liquido ecdisial e
escurecimento da regido cefalica (MESSAGE, 1997). No Brasil, nenhum virus foi detectado
(MESSAGE et al., 1995) e pesquisas demonstraram que a doenca € causada por intoxicacao
devido ao consumo de pdélen de Stryphnodendron polyphyllum Mart. 1837 (Leguminosae-
Mimosoidea), vulgo “barbatimdo” (CARVALHO, 1998). O pdlen de S. adstringens (Mart.)
Coville 1910 (Leguminosae-Mimosoidea), outra espécie de “barbatimdo”, também foi
apresentado como causador da cria ensacada (CASTAGNINO, 2002).

A comparacdo de dados do herbéario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro com relatos
de casos da cria ensacada brasileira indicaram que, na maioria dos locais endémicos da
doenca, ndo se observou a ocorréncia do “barbatimdo” (PACHECO, 2006). Esta evidéncia
sugere que a cria ensacada brasileira pode ter outro agente etioldgico e tal consideracdo indica
a necessidade de estudos sobre a causa desta doenca.

Na atividade apicola tem sido expressiva a contaminacdo de colméias por agentes
bacterianos que afetam as crias de Apis mellifera (PEREIRA et al., 2003). Paenibacillus
larvae larvae é o agente causador da cria putrida americana, doenga mais difundida em
abelhas no mundo. N& h& relatos de sua ocorréncia no Brasil, embora tenham sido
identificados seus esporos em mel e polen importados e também em mel do favo e abelhas
adultas de colméias no Rio Grande do Sul (SCHUCH et al., 2003). Melissococcus pluton é o
agente da cria putrida européia (BAILEY, 1983), associado a uma diversidade de bactérias
secundarias como: Bacillus alvei, Bacillus thiaminolyticus, Bacillus laterosporus, Bacterium
eurydice, Streptococcus apis e Enterococcus faecalis. (BAILEY & BALL, 1991). Essa
doenca ocorre no Brasil, mas ha poucos relatos sobre sua difusdo e perdas (MESSAGE,
2002).

Determinados fungos também provocam doencas nas abelhas. Ascosphaera apis causa
a cria giz levando a mumificacdo de larvas e pupas. As larvas infectadas morrem geralmente
apos a operculacdo das células e podem alterar a coloracdo para cinza ou preto (BAILEY &
BALL, 1991). No Brasil, a cria giz foi relatada em casos isolados em Sdo Paulo (ROCHA et
al., 1998) e no Rio Grande do Sul, proximo a fronteira com Argentina e Uruguai (SATTLER
et al., 1998). Recentemente, foi também detectada no interior do Rio Grande do Sul,
mostrando o avango desta doenca. (CASTAGNINO et al., 2006). Diversas espécies de
Aspergillus causam a aspergilose, também conhecida como cria pedra, mortalidade ocasional
de larvas, pupas e abelhas adultas. As larvas e pupas tornam-se mumificadas assim como o
abdome das adultas (GILLIAM & VANDENBERG, 1997). As principais espécies envolvidas
com a aspergilose em abelhas sdo A. flavus, A. fumigatus e A.niger, todas com potencial para
produzir micotoxinas. Foi proposto que a acdo patogénica do fungo fosse também de natureza
guimica e demonstrou-se que uma substancia toxica produzida por uma cepa de A. flavus
desencadeava a morte das abelhas (BURNSIDE, 1930).

A apicultura mundial vive as expensas do uso maci¢co de medicamentos para tentar
controlar uma série de doencas que afetam as colméias de abelhas meliferas. H&4 décadas o
mel perdeu seu posto de organico e é considerado um sub-produto de baixa qualidade com
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alto teor de residuos quimicos. O Brasil esta colocado no ranking mundial como quinto
produtor de mel, com uma apicultura considerada livre dos grandes problemas de sanidade
apicola. O pais pode alcancar a posicdo de organico comercializando mel de qualidade e
reconhecido no mercado como livre de residuos de medicamentos (MESSAGE, 1999). Para
manter esta posicdo ha necessidade que haja uma vigilancia constante sobre a ocorréncia de
doencas e investigar perdas substancias em sua apicultura.

O censo apicola, realizado no estado do Rio de Janeiro em 2006, revelou um dado
preocupante: as perdas de colméias atingiram cerca de 60% dos apiarios nos Ultimos cinco
anos e as doencas constituiram a principal causa destas perdas. O censo também revelou que
75% das doencas de abelhas foram diagnosticadas pelo préprio apicultor devido a baixa
disponibilidade de apoio técnico (dados ndo publicados).

Em razdo destes fatos, objetiva-se investigar a ocorréncia de microrganismos e
micotoxinas em colméias afetadas pela cria ensacada brasileira, doenca que vem gerando
prejuizos para a classe apicola de diversas regides do estado do Rio de Janeiro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de Estudo

A amostragem foi realizada no estado do Rio de Janeiro durante o ano de 2006. Foram
selecionados oito apiarios dos seguintes municipios acometidos pela cria ensacada brasileira:
Petrdpolis (22°30°18”S, 43°10°43”W), Sapucaia (21°59°42”S, 42°54°52”W), Rio de Janeiro
(22°54°10'S, 43°12°27”W) e Mendes (22°31°36”’S, 43°43’58”W). As amostras de Petropolis
foram obtidas em quatro apiarios localizados nos distritos de Itaipava e Posse e nas
localidades de Secretario e Brejal. As amostras de Sapucaia foram obtidas em dois apiarios.
Os municipios do Rio de Janeiro e Mendes participaram com um apiario em cada.

2.2 Amostragem

Coletaram-se amostras de pdlen apicola, pdo de abelhas e larvas mortas em duas
colméias de abelhas Apis mellifera, africanizadas, por apiario, nas categorias de ninho ou
melgueira. A amostragem de polen apicola foi tomada a partir de coletor de pélen de alvado
um més antes do periodo corrente da CEB e durante sua ocorréncia. As amostras de péo de
abelhas e larvas mortas foram coletadas em zonas de 5 x 5cm de favos afetados pela CEB.
Foram obtidas 32 amostras de pdlen apicola, 16 de pdo de abelhas e 16 de larvas mortas. As
amostras foram refrigeradas e encaminhadas aos Laboratorios de Microbiologia do Instituto
de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), onde ficaram
armazenadas de 24 a 48 horas para o inicio das analises.

2.3 Analises Bacteriologicas

Para as analises bacterioldgicas, utilizaram-se 16 amostras de pdo de abelhas e 16 de
larvas mortas.

2.3.1 Isolamento e identificacdo de bactérias

As amostras foram inoculadas em placas de Petri com Agar Sangue de Carneiro e
incubadas a 37°C por 24 a 48 horas, em condi¢Bes aerdbicas. As colbnias isoladas foram
submetidas a coloracdo de Gram e prova da catalase para identificacdo preliminar, e
posteriormente, os isolados obtidos foram repicados em meios seletivos e diferenciais de
acordo com a especificidade do microrganismo. A identificacdo fenotipica definitiva foi
realizada através da bateria de identificacdo bioguimica relativa ao microrganismo pertinente
(KONEMAN et al., 2001). A elevada frequéncia de ocorréncia do género Bacillus spp
direcionou a metodologia para a pesquisa de espécies deste género.
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2.3.1.1 Pesquisa de Bacillus

A identificacdo das espécies de Bacillus spp foi realizada com base em HOLT et al.
(1984), através dos seguintes testes bioquimicos: producdo de catalase, oxidase, reducdo do
nitrato, fermentacdo do manitol, glicose e arabinose, hidrélise da gelatina, amido, caseina,
uréia e esculina, prova de Voges-Proskauer (\VP), crescimento em caldo nutriente e em Agar
com NaCL 2% e 5%, comportamento em meio de SIM, utilizacdo de TSI, assimilacdo do
citrato, desaminacéo da fenilalanina, decomposicdo do hipurato e da tirosina.

Os isolados foram depositados no laboratério de bacteriologia da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

2.4 Analises Micotoxicologicas

Para o isolamento de fungos, utilizaram-se 32 amostras de pdlen apicola, 16 de pdo de
abelhas e 16 de larvas mortas. Para a deteccdo de micotoxinas, utilizaram-se 2 amostras de
polen apicola e 16 de pdo de abelhas.

2.4.1 Isolamento e identificacéo de fungos

As amostras foram inoculadas em placas de Petri com Agar Dextrose Batata (BDA) e
Agar Sabouraud Ampicilina a 2% e incubadas a 25°C por oito dias em ambiente fotonegativo.
A identificacdo dos fungos foi feita ao nivel de género através de caracteristicas
macroscopicas e microscopicas (HOOG & GUARRO, 1996). As colbnias de Fusarium foram
isoladas em Agar Tomate e as demais em Agar Extrato de Malte (MEA). Os géneros com
espécies produtoras de micotoxinas foram identificados até espécie. Os isolados foram
depositados no laboratério de micologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ).

2.4.1.1 Pesquisa de Fusarium

Para a identificacdo das espécies de Fusarium, realizou-se um cultivo monospdérico
das cepas isoladas pelo método padréo de diluicdo em placa (BOTH, 1971). Uma suspensao
conidial de cada cepa foi espalhada sobre o Agar Agua (AA) a 1,5% em placas de Petri, sendo
incubada a temperatura ambiente durante 16 horas. Os conidios germinados foram
transferidos aos meios de cultivo: Agar folhas de cravo (CLA) em placas de Petri e Agar
Batata Glicosado (ABG) em tubos de ensaio. Os cultivos foram incubados durante duas
semanas em temperatura ambiente, com ciclos de luz branca e luz negra de 12/12 horas a
25°C. A identificacdo das cepas se realizou segundo a metodologia proposta por NELSON et
al. (1983).

2.4.1.2 Pesquisa de Penicillium
Para a identificacdo das espécies de Penicillium, procedeu-se ao cultivo das cepas

isoladas em placas de Petri com Agar Extrato de Malte (MEA), Agar Czapek Extrato de
Levedura (CYA) e Agar Nitrato-Glicerol 25% (G25N). As placas contendo CYA foram
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incubadas a 5°C, 25°C e 37°C e as demais a 25°C, durante sete dias. A identificacdo das
especies foi realizada segundo a metodologia proposta por PITT (1988).

2.4.1.3 Pesquisa de Aspergillus

Para a identificacdo das espécies de Aspergillus, procedeu-se ao cultivo das cepas
isoladas em placas de Petri com Agar Extrato de Malte (MEA) e Agar Czapek Extrato de
Levedura (CYA). As placas foram incubadas durante cinco dias a 25°C e a identificagdo das
especies foi realizada segundo a metodologia proposta por KLICH & PITT (1988) e KLICH
(2002).

2.4.2 Perfil toxigeno

Foi realizado o perfil toxigeno das espécies com cepas produtoras de micotoxinas
através do cultivo em placas de Petri com Agar Coco. As placas foram incubadas a 25°C
durante 7 a 14 dias e as micotoxinas foram detectadas por fluorescéncia visualizada sob
lampada ultravioleta 365nm.

2.4.3 Ocorréncia de micotoxinas

A extracdo das micotoxinas foi realizada com cloroférmio diretamente das amostras.
Em um shaker foram agitados 0,59 de pdo de abelhas e 5ml de cloroférmio durante 30
minutos. A mistura foi filtrada e transferida para um tubo de rotavapor. O extrato foi

concentrado no rotavapor, redissolvido em 50011 de cloroférmio e estocado em vidro ambar
a-20°C.

As micotoxinas foram separadas por cromatografia de camada fina (CCF) em
cromatofolhas de silicagel-60 254F (Merck) utilizando tolueno-cloroférmio-acetatoetila-
acidoformico (solucdo Gimeno) como fase movel. A deteccdo foi baseada na fluorescéncia
das micotoxinas visualizada com iluminacdo da cromatofolha por lampada ultravioleta
365nm. A identificacdo fez-se por comparacdo entre as fluorescéncias apresentadas pelos
extratos das amostras e as fluorescéncias dos padrdes de aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2),
aplicados sobre a mesma cromatofolha de silicagel. As micotoxinas identificadas foram
confirmadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Os apiarios que apresentaram resultado positivo para o pdo de abelhas foram
pesquisados quanto a presenca de micotoxinas no poélen apicola.

Os extratos foram depositados no laboratério de micotoxicologia da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas dos Apiarios Pesquisados

A excecdo de um apiario em Sapucaia, 0s outros sete apiarios possuem proximidade
da mata. Os apicultores realizam revisGes quinzenais e a CEB costuma ocorrer anualmente
entre dezembro e junho, em periodo de florada abundante e fartura de alimento na colméia.
Os principais sintomas e sinais observados sdo: larvas pré-pupas mortas com acumulo de
liquido ecdisial e alteracdo na coloracdo para cinza-escuro, opérculos perfurados e presenca
de forideos nos favos. Além da alta mortalidade na cria, também foi relatado o abandono da
colméia pelas abelhas adultas. As perdas desencadeadas durante a CEB variaram entre 50 e
100% dos enxames nos apiarios pesquisados.

3.2 Isolamento e Identificacdo de Bactérias

Foram isolados bactérias dos géneros Bacillus spp, Micrococcus spp e Staphylococcus
spp, com destaque para o género Bacillus spp, que foi o mais fregiiente nas larvas e no pao de
abelhas (Figura 1). O resultado esta de acordo com outras pesquisas que confirmam a
prevaléncia de Bacillus spp no favo com cria e pdlen (SNOWDON & CLIVER, 1996;
PICCINI et al., 2004; ALIPPI & REYNALDI, 2006).

Staphylococcus
21%
Bacillus

Micrococcus 58%

21%

Figura 1. Distribuicdo (%) de bactérias isoladas de larvas mortas e pdo de abelhas coletados
em colméias de Apis mellifera afetadas pela CEB nos municipios de Petropolis, Sapucaia, Rio
de Janeiro e Mendes. Estado do Rio de Janeiro. 2006.

Staphylococcus spp coagulase negativa e Micrococcus spp nao tém patogenicidade
conhecida sobre as abelhas. Esses dois géneros foram isolados de amostras de mel de Apis
mellifera possivelmente por contaminacdo ambiental e, ou por manipulacdo (GOMES, 2006).

Neste trabalho, a elevada ocorréncia do género Bacillus, somada ao fato da existéncia
de espécies que sdo patogénicas para as abelhas, direcionou a metodologia para a
identificacdo das espécies de Bacillus, de modo a separar as espécies patogénicas daquelas
secundarias oportunistas ou saprofitas a estas associadas (BAILEY & BALL, 1991). Em um
estudo recente sobre identificacdo de agentes infecciosos em colméias com doengas de
abelhas, Bacillus foi isolado em 18% das adultas mortas e 8% das larvas mortas (AKANBI &
OJELEYE, 2005).

Bacillus spp também é bastante estudado como habitante de colméias sadias de
abelhas meliferas (GILLIAM, 1978; 1979) sugerindo-se uma associacdo benéfica dessas
bactérias com as provisdes e o controle de doencas na colméia (PICCINI et al., 2004). Varias
espécies de Bacillus podem produzir enzimas que convertem o alimento estocado em
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produtos mais digeriveis e substancias antibidticas que inibem o crescimento de
microrganismos deteriorantes ou patogénicos (ALIPPI & REYNALDI, 2006).

Foram identificadas as seguintes espécies de Bacillus a partir das amostras de larvas
mortas e pdo de abelhas: B. thuringiensis, B. alvei, B. apiarius, B. megaterium e B. polymyxa
(Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo das espécies de Bacillus spp isoladas das amostras de larvas mortas e
pado de abelhas coletadas em colméias de Apis mellifera afetadas pela CEB nos municipios de
Petrépolis, Sapucaia, Rio de Janeiro e Mendes. Estado do Rio de Janeiro. 2006.

Bacillus spp Larvas mortas (n°) Pao de abelhas (n°) Total (%)
B. thuringiensis 4 6 45%
B. alvei 4 - 18%
B. apiarius 4 - 18%
B. megaterium 2 - 9%
B. polymyxa - 2 9%

B. thuringiensis foi prevalente nos isolados, sendo a Unica bactéria encontrada tanto
nas amostras de larvas mortas quanto nas de pao de abelhas. B. thuringiensis tem conhecida
patogenicidade contra larvas de Lepidoptera e pode apresentar viruléncia maior ou menor,
dependendo da cepa, contra larvas de diferentes espécies de insetos (KATI et al., 2007).
Atualmente, B thuringiensis é o inseticida bioldégico mais utilizado no mundo para o controle
bioldgico de pragas, principalmente em plantas (PRACA et al., 2004). Na apicultura, a
formulacdo comercial de B. thuringiensis var. kurstaki mostrou-se eficaz para o controle da
traca de cera Galleria mellonella Linnaeus 1758 (Lepidoptera, Galleridae), em niveis
superiores a 85% nos favos infestados com esta mariposa (BRIGHENTI et al., 2005). Durante
o0 controle da traca nas colméias a bactéria ndo afetou as larvas de abelhas quando pulverizada
(VERMA, 1995). No entanto para abelhas adultas foi comprovada a patogenicidade de B.
thuringiensis (BRIGHENTI et al., 2007).

B. alvei é uma bactéria isolada de colméias saudaveis (GILLIAM & MORTON, 1978;
GILLIAM, 1985) e capaz de se desenvolver em larvas mortas de Apis. Por ser freqlientemente
isolada a partir de larvas com cria putrida européia (ALIPPI, 1991), sua presenca costuma ser
um indicador dessa doenca (SHIMANUKI & KNOX, 1991).

B. apiarius também pode ser encontrado associado a cria putrida européia, embora
raramente (KNOX & SHIMANUKI, 1997). Desde que foi isolada de larvas de abelhas
mortas, ndo foram encontradas evidéncias de sua acdo patogénica. Colbnias de Apis foram
alimentadas e pulverizadas com esporos dessa bactéria, mas nao houve interferéncia na saude
das larvas (KATZNELSON, 1950).

B. megaterium é frequentemente isolado a partir de amostras de abelhas sadias
(GILLIAM, 1978), favo com crias e outras fontes do apiario (PICCINI et al., 2004). Foi
demonstrado que B. megaterium € um dos principais microrganismos com acao antagonica
sobre Paenibacillus larvae e, portanto, um agente potencial para o controle biolégico dessa
bactéria patogénica para abelhas (ALIPPI & REYNALDI, 2006). A acdo de B. megaterium
sobre o controle de doencas na colméia também foi verificada em relagdo a Ascosphaera apis
por inibicdo do crescimento do fungo (REYNALDI et al., 2004).

B. polymyxa foi isolado de duas amostras do pao de abelhas coletadas durante a CEB.
A bactéria € comumente encontrada no solo e em vegetais, principalmente em decomposicéo
(EUZEBY, 2007).
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Os resultados indicam uma espécie de Bacillus entomopatogénica (B. thuringiensis) e
outras espécies saproéfitas que podem ser comumente isoladas nas colméias sadias de Apis.

3.3 Isolamento e Identificacdo de Fungos

Foram obtidos 40 isolados pertencentes a seis géneros de fungos filamentosos,
conforme disposto na tabela 3.

Tabela 3. Distribui¢do dos géneros de fungos isolados das amostras de pdlen apicola, pdo de
abelhas e larvas mortas coletadas em colméias de Apis mellifera afetadas pela CEB nos
municipios de Petropolis, Sapucaia, Rio de Janeiro e Mendes. Estado do Rio de Janeiro. 2006.

Fungos Numero de isolados Total
isolados Pdélen apicola Pao de abelhas Larva (%)
Penicillium spp 11 4 1 40,0
Aspergillus spp 4 3 3 25,0
Trichoderma spp - 3 3 15,0
Beauveria spp 1 1 1 7,5
Cladosporium spp 1 1 - 7,5
Fusarium spp 1 1 - 5,0

Verificou-se a predominancia de Penicillium e Aspergillus nas amostras, compondo
65% dos isolados. Este resultado esta de acordo com outros estudos que mostraram alta
freqiiéncia de contaminacdo do pdlen por esses géneros de fungos (GONZALEZ et al., 2005).
Penicillium é o fungo mais isolado dentro de colméias Apis e Aspergillus, comumente
apresenta menor prevaléncia (BURNSIDE, 1927).

Foram identificadas as seguintes espécies de Penicillium, Fusarium e Aspergillus: P.
chrysogenum, F. verticillioides, A. niger e A. parasiticus, as duas ultimas com cepas
produtoras de micotoxinas. A. niger foi isolado de amostras de larvas mortas e pdlen apicola
coletado antes da CEB e A. parasiticus foi isolado do pao de abelhas (Tabela 4). O potencial
dos isolados de Aspergillus em produzir micotoxinas resultou negativo para todas as amostras.

Tabela 4. Distribuicdo de Aspergillus spp identificados em amostras de polen apicola, pao de
abelhas e larvas mortas coletadas em colméias de Apis mellifera afetadas pela CEB nos
municipios de Petrdpolis, Sapucaia, Rio de Janeiro e Mendes. Estado do Rio de Janeiro. 2006.

Espécies NUmero de isolados

Aspergillus Pélen apicola Pao de abelhas Larva
A. niger 4 - 3
A. parasiticus - 3 -

Em um estudo da micoflora de colméias Apis, A. niger esteve presente na parede e
fundo da colméia, no pédo de abelhas, nas larvas e nas pupas (SEGUI-CRESPO et al., 1991).
Geralmente, os fungos encontrados nestas colméias ndo possuem habilidade para infectar as
abelhas, mas fatores abidticos, tais como altas temperatura e umidade do ambiente,
predispdem ao desenvolvimento das micoses (GLINSK & BUCZEK, 2003). Colméias Apis
mantidas em ambientes Umidos desenvolveram crescimento de fungos filamentosos na
superficie e também no estoque de polen (MORSE & HOOPER, 1985).
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Diversas espécies de Aspergillus sdo reconhecidamente patogénicas para as abelhas,
inclusive A. niger (CORNEJO & ROSSI, 1975) e experimentalmente, A. parasiticus
(BURNSIDE, 1930). A aspergilose tem ampla distribuicdo mundial (HEATH, 1985), mas ndo
¢ uma doenca comum, embora estes fungos sejam freqlientemente encontrados nas colméias
Apis. Em estudo sobre a micoflora associada a aspergilose, registraram-se A. niger, A. flavus e
A. fumigatus como espécies prevalentes em colméias afetadas. Estes fungos foram também os
mais isolados a partir do pélen, larvas e abelhas adultas em colméias saudaveis (SHOREIT &
BAGY, 1995). A ambiguidade na ocorréncia destes fungos, de maneira patogénica ou nao,
sugere a acdo de fatores estressantes sobre a colméia, predispondo ao adoecimento e morte de
abelhas pela micose, tais como: resisténcia e alto grau de viruléncia do fungo,
enfraquecimento da colénia, alta umidade do ar, baixa ventilagcdo na colméia (BAILEY, 1963;
GIAUFFRET & TALIERCIO, 1967), agro-quimicos, poluentes, parasitas e predadores
(GLINSK & BUCZEK, 2003). Para BURNSIDE (1930), certas micotoxinas podem provocar
mortalidade em abelhas, isto também foi referenciado por FOOTE (1966) em relacdo as
aflatoxinas.

3.4 Ocorréncia de Micotoxinas

Foram encontradas aflatoxinas B1 e G1 em amostras de pao de abelhas e polen apicola
provenientes de apenas um apiario no municipio de Sapucaia. Como as aflatoxinas séo
sensiveis a luz, sua baixa deteccdo pode ter sido devida ao armazenamento dos favos e pélen
apicola em vidro ou saco plastico transparentes.

A infestacdo do pdlen apicola e do pdo de abelhas com fungos potencialmente
toxigenos pode resultar em contaminacdo do alimento da larva com micotoxinas. Foi
demonstrado que A. flavus e A. parasiticus crescem e produzem aflatoxinas em uma variedade
de substratos na colméia como poélen, favo de cria, larvas e abelhas adultas (HILLDRUP et
al., 1977). Aflatoxinas incorporadas a dieta de abelhas adultas provocou mortalidade das
abelhas, mesmo em concentragdes inferiores a cinco partes por milh&o. A sensibilidade das
abelhas foi maior a aflatoxina B1, que causou mortalidade sempre que esteve presente nas
colméias Apis (HILLDRUP & LLEWELLYN, 1979).

O polen mostrou-se altamente eficiente para estimular a producdo de ochratoxina A
em meio de cultura (MEDINA et al., 2004), demonstrando ser um excelente substrato para a
producdo de micotoxinas por fungos no ambiente ou na colméia. O mesmo ndo ocorreu com
mel (WELLFORD et al., 1978; MARTINS et al., 2003).

Em um estudo preliminar, também foram isolados Alternaria alternata e Claviceps
purpurea a partir do pélen apicola, sendo detectada presenca de micotoxinas fluorescentes por
cromatografia de camada fina (PACHECO et al., 2006) indicando que as micotoxinas podem
estar relacionadas com a mortalidade de larvas no estado do Rio de Janeiro (FREIRE, 2006).

3.5 Sugestdes para Pesquisa

Se a CEB ndo foi causada pelo “barbatimdo” nos apiarios pesquisados, faz-se
necessario averiguar sua verdadeira etiologia. Foram encontrados variados géneros de
bactérias, fungos e inclusive micotoxinas nas amostras analisadas, mas falta realizar a prova
biologica para uma conclusdo se estes agentes estdo realmente envolvidos com a causa da
CEB no estado do Rio de Janeiro.
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4 CONCLUSOES

Nas amostras coletadas de colméias com sintomas de cria ensacada brasileira, ha
ocorréncia de:
e Bacillus thuringiensis, bactéria entomopatogénica,
e Aspergillus niger, fungo patogénico para abelhas,
e A. niger e A. parasiticus, fungos potencialmente toxigenos,
e Aflatoxinas Bl e G1.
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CONCLUSOES GERAIS

As perdas de colméias atingem 61% dos apiarios pesquisados no estado do Rio de
Janeiro. As doencas de abelhas sdo a principal causa para as perdas, seguida pelo ataque de
formigas e pela fuga de enxames, que também podem indicar doenca. A maioria dos casos de
doenca em abelhas é diagnosticada pelo proprio apicultor. E grave a situacio da sanidade
apicola no estado.

A cria ensacada brasileira ocorre em todos os meses do ano durante floragdo
abundante e fartura de alimento na colméia. Os principais sinais observados sdo larvas mortas
com coloracdo alterada, opérculos perfurados e presenca de forideos nos favos. O manejo
mais adotado pelos apicultores é ndo realizar tratamento e guardar as caixas afetadas no
depdsito.

Stryphnodendron polyphyllum é a Unica espécie de “barbatimdo” existente no estado
do Rio de Janeiro e floresce de dezembro a margo. Ndo ha sobreposicdo de dados entre o
zoneamento da cria ensacada brasileira e a distribuicdo geografica de S. polyphyllum no
estado do Rio.

A andlise palinoldgica auxilia o diagnéstico de intoxicacdo por plantas ao verificar o
consumo de pdlen em condigdes naturais. S. polyphyllum ndo esta presente na alimentacdo das
larvas com sintomas de cria ensacada brasileira nos apiarios estudados e, portanto, ndo pode
ser apontado pela mortalidade observada nos locais pesquisados. Devido a auséncia de
Stryphnodendron nas colmeéias com CEB, sugere-se a denominacdo da mesma no estado do
Rio de Janeiro de CEB tipo II.

H& ocorréncia de bactéria entomopatogénica, fungos potencialmente toxigenos e
patogénicos e micotoxinas em amostras provenientes de colméias com CEB necessitando
outros estudos para concluir sobre sua etiologia no estado do Rio.
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Anexo A. Pagina do formulario do censo estadual apicola _de 2006 que contém a questdo
pesquisada sobre doengas nos apiarios. Estado do Rio de Janeiro. 2005-2006.
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Anexo B. Regides e municipios do estado do Rio de Janeiro. Diviséo politico-administrativa.

NORTE

FLUMINENSE
CENTRO-SUL SERRANA
) FLUMINENSE
MEDIO
PARAIBA
ety . BAIXADAS
METROPOLITANA LITORANEAS

GOSTA VERDE .

OCEANO ATLANTICO

Fonte: (http://www.codin.rj.gov.br/Regions/Region.htm)

1.

MEDIO PARAIBA - Municipios (12): Barra do Pirai, Barra Mansa, Itatiaia, Pinheiral,
Pirai, Porto Real, Quatis, Resende, Rio Claro, Rio das Flores, Valenga, Volta Redonda.

CENTRO SUL FLUMINENSE - Municipios (10): Areal, Comendador Levy
Gasparian, Engenheiro Paulo de Frontin, Mendes, Miguel Pereira, Paraiba do Sul, Paty do
Alferes, Sapucaia, Trés Rios e VVassouras.

SERRANA - Municipios (14): Bom Jardim, Cantagalo, Carmo, Cordeiro, Duas Barras,
Macuco, Nova Friburgo, Petrdpolis, Santa Maria Madalena, Sdo José do Vale do Rio
Preto, Sdo Sebastido do Alto, Sumidouro, Teresépolis e Trajano de Morais.

METROPOLITANA - Municipios (18): Belford Roxo, Duque de Caxias, Guapimirim,
Itaborai, Japeri, Marica, Magé, Mesquita, Nilopolis, Niteroi, Nova Iguacu, Paracambi,
Queimados, Rio de Janeiro, S&o Gongalo, Sdo Jodo de Meriti, Seropédica, Tangué

NORTE - Municipios (9): Campos dos Goytacazes, Carapebus, Cardoso Moreira,
Conceicao de Macabu, Macaé, Quissamd, Sdo Fidélis, Sdo Francisco de Itabapoana, Sdo
Jodo da Barra.

NOROESTE - Municipios (13): Aperibé, Bom Jesus de Itabapoana, Cambuci, Italva,
Itaocara, Itaperuna, Laje de Muriaé, Miracema, Natividade, Porcitncula, Santo Antonio
de Padua, S&o Jose de Ub4, Varre-Sai.

BAIXADA LITORANEA - Municipios (12): Araruama, Armacéo de Buzios, Arraial do
Cabo, Cabo Frio, Cachoeiras de Macacu, Casimiro de Abreu, Iguaba Grande, Rio Bonito,
Rio das Ostras, Sdo Pedro da Aldeia, Saquarema e Silva Jardim.

COSTA VERDE - Municipios (4): Angra dos Reis, Itaguai, Mangaratiba e Paraty.
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Anexo C. Trechos da cartilha de esclarecimento sobre doenca em cria de abelhas,
especialmente a cria ensacada brasileira e modelo de questionario aplicado ao apicultor com
relato de doenga em seu apiario. Estado do Rio de Janeiro. 2005-2006.

INDICE

CARO AMIGO APICULTOR ..o 1
RECONHECENDO A DOENGCA ... 2
COMO ENVIAR AMOSTRAS PARA O LABORATORIO ...coovviiiiiieccseee s 3
MEDIDAS PREVENTIVAS L ettt 5
O QUE FAZER .ottt 6
RESPONDA O QUESTIONARIO ...cocooiiiiiiiiiieiee e 7

RECONHECENDO A DOENCA

Uma das principais observac6es a serem feitas pelo apicultor durante as revisdes é verificar
como as crias estdo distribuidas nos favos:

a) Quando as areas de crias apresentam poucas falhas, é uma indicagdo de que a rainha
estd com um bom padrdo de postura e que as larvas estdo se desenvolvendo
normalmente.

b) Quando se observa quadros com areas de crias falhadas, é uma indicagdo de que algum
problema pode estar ocorrendo.

O apicultor deve examinar tanto as crias abertas como as operculadas. Deve verificaracor,
a forma e a posi¢cdo das crias e também a aparéncia dos opérculos:

e A criaabertatem coloracdo branca e posi¢cdo em forma de “C” no fundo do alvéolo.
e Larvas amareladas, marrons, pretas ou em outra posicao sdo forte indicio de doenga.
e Opérculos furados e/ou afundados também podem indicar doenga.

PREENCHA O QUESTIONARIO ABAIXO E O REMETA A SUA ASSOCIAGAO
COM DESTINO A UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

Nome Endereco Fone Local do Apiéario Municipio

Tempo de exercicio da Apicultura Certificado de Curso ( )sim ( )néo
Numero de colméias atual E perto de mata? ()sim ( )néo
Periodo de visita aos apiarios ( )15-15 dias ( )30 —-30 dias (O
Perda anual de colméias estimada Ocorre todo ano? ( )sim ( )néo

NUmero de colméias atingidas ___ Quantas se recuperam
Em que anos observou adoenga ____ Em quais meses
Houve mudanca bruscade clima? ( )sim ( )nao
A florada era: ( ) escassa ( ) abundante
Sintomas da doenca: ( )favos com falhas ( )opérculos perfurados

( )criamorta ( )ndo apresenta cheiro putrido ( )apresenta cheiro de estragado
( )coloragdo da cria é cinza, marrom ou negra ( )observou forideos na cria morta

( Jobservou formigas dentro e fora da caixa ( Jobservou teias ou casulos

( )presenca de abelhas adultas mortas ( )presenca de esterco nos favos
( )outros

Que destino deu as caixas com problemas: ( )misturou favos com outras sadias
( )queimou ( )desinfetou ( )guardou no depésito ( )outros

Durante a doenca, fez algum tratamento? ( )sim ( )néo
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Anexo D. Principais tipos polinicos encontrados em amostras de pélen apicola (P e Py) e péo
de abelhas (F) provenientes dos seguintes municipios: Mendes, Sapucaia (apiarios 1 e 2) e
Petrépolis (Itaipava, Secretario, Posse, Brejal), no estado do Rio de Janeiro, no periodo de

julho de 2005 até fevereiro de 2006.

Origem da Periodo da Regido do Identificacdo do Familia

Amostra Coleta Apiério Polen Vegetal

F 05/07/05 Posse Vernonia, Asteraceae,
Senecio Asteraceae

P 23/09/05 Mendes Eucalyptus, Myrtaceae,
Vernonia Asteraceae

P, 23/09/05 Mendes Vernonia, Asteraceae,
Eucalyptus Myrtaceae

F 26/09/05 Brejal Miscelanea -

P 06/10/05 Mendes Vernonia Asteraceae

P 13/10/05 Mendes Vernonia Asteraceae

P, 13/10/05 Mendes Vernonia, Asteraceae,
Trema micrantha Ulmaceae

P 20/12/05 Itaipava Eucalyptus, Myrtaceae,
Arecaceae Arecaceae

P 27/12/05 Itaipava Eucalyptus, Myrtaceae,
Baccharis, Asteraceae,
Ricinus, Euphorbiaceae,
Poaceae Poaceae

P 07/01/06 Itaipava Eucalyptus, Myrtaceae,
Croton Euphorbiaceae

P 17/01/06 Itaipava Croton Euphorbiaceae

P 18/01/06 Sapucaial Baccharis, Asteraceae,
Poaceae Poaceae

P, 18/01/06 Sapucaial Croton Euphorbiaceae

P 24/01/06 Itaipava Anadenanthera, Leguminosae,
Poaceae Poaceae

P 26/01/06 Sapucaial Mimosa, Leguminosae,
Croton Euphorbiaceae

P, 26/01/06 Sapucaial Mimosa Leguminosae

P 01/02/06 Sapucaial Mimosa, Leguminosae,
Croton Euphorbiaceae

P 01/02/06 Itaipava Croton, Euphorbiaceae,
Myrcia Myrtaceae

P 07/02/06 Itaipava Eucalyptus, Myrtaceae,
Anadenanthera Leguminosae

P 09/02/06 Sapucaial Croton, Euphorbiaceae,
Poaceae Poaceae

P, 09/02/06 Sapucaial Anadenanthera, Leguminosae,
Zea mays, Poaceae,
Merremia Convolvulaceae

F 10/02/06 Itaipava Anadenanthera Leguminosae

F 10/02/06 Sapucaial Anadenanthera Leguminosae

F 10/02/06 Sapucaia? Anadenanthera Leguminosae



Anexo D. Continuacao

Origem da Periodo da Regido do Identificacdo do Familia

Amostra Coleta Apiario Pblen Vegetal

F 13/02/06 Secretario Schizolobium Leguminosae
parahybum

P 14/02/06 Itaipava Croton, Euphorbiaceae,
Eucalyptus Myrtaceae

P, 14/02/06 Itaipava Arecaceae Arecaceae

P 15/02/06 Sapucaial Anadenanthera Leguminosae

P, 15/02/06 Sapucaial Anadenanthera Leguminosae

P 22/02/06 Sapucaial Anadenanthera Leguminosae

P, 22/02/06 Sapucaial Poaceae, Mimosa Poaceae,
caesalpiniaefolia Leguminosae

P 22/02/06 Itaipava Anadenanthera Leguminosae

F 24/02/06 Sapucaial M.caesalpiniaefolia, Leguminosae
Croton, Euphorbiaceae,
Poaceae, Poaceae,
Bravaisia, Acanthaceae,
Merremia Convolvulaceae

F 25/02/06 Posse Anadenanthera, Leguminosae,
Poaceae, Poaceae,
Ricinus Euphorbiaceae
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Anexo E. Distribuicdo por data, regido e familia vegetal dos principais tipos polinicos
encontrados em amostras de polen apicola (P e P,) e pdo de abelhas (F) provenientes dos
seguintes municipios: Mendes, Sapucaia (apiarios 1 e 2) e Petropolis (Itaipava, Secretario,
Posse, Brejal), no estado do Rio de Janeiro, no periodo de julho de 2005 a fevereiro de 2006.

Origem Coleta

Regido

Asteraceae Myrtaceae Poaceae Euphorbiaceae Leguminosae

F (ces)

N

N

N

'U'U'U'U'UI;U U U U U UUTUTUVTTUTTUT U TUVTTO

N

F (ces)

F (ces)
F (ces)
F (ces)
P
P

P,
P
P,
P

F (ces)
F (ces)

05/07/05 Posse

23/09/05 Mendes
23/09/05 Mendes
06/10/05 Mendes

13/10/05 Mendes
13/10/05 Mendes
20/12/05 Itaipava
27/12/05 ltaipava
07/01/06 lItaipava
17/01/06 Itaipava

18/01/06 Sapucaial
18/01/06 Sapucaial

24/01/06 Itaipava
26/01/06 Sapucaial

26/01/06 Sapucaial
01/02/06 Sapucaial
01/02/06 Itaipava
07/02/06 lItaipava
09/02/06 Sapucaial
09/02/06 Sapucaial
10/02/06 Itaipava

10/02/06 Sapucaial
10/02/06 Sapucaia2
13/02/06 Secretario
14/02/06 Itaipava

15/02/06 Sapucaial

15/02/06 Sapucaial
22/02/06 Sapucaial
22/02/06 Sapucaial
22/02/06 Itaipava

24/02/06 Sapucaial
25/02/06 Posse

Vernonia
Senecio

Vernonia
Vernonia
Vernonia
Vernonia
Vernonia

Baccharis

Baccharis

Eucalyptus
Eucalyptus

Eucalyptus
Eucalyptus
Eucalyptus

Poaceae

Poaceae

Poaceae

Myrcia
Eucalyptus
Poaceae
Zea

Eucalyptus

Poaceae

Poaceae
Poaceae

Ricinus
Croton
Croton
Croton

Croton

Croton
Croton

Croton

Croton

Croton
Ricinus

Anadenanthera
Mimosa

Mimosa
Mimosa

Anadenanthera

Anadenanthera
Anadenanthera

Anadenanthera
Anadenanthera
Schizolobium

Anadenanthera
Anadenanthera
Anadenanthera

Mimosa
Anadenanthera
Mimosa
Anadenanthera
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Anexo F. Laudos laboratoriais técnicos referentes a amostras de polen apicola coletadas ao
longo do més anterior a cria ensacada brasileira em colméias provenientes dos municipios de
Petrépolis (Itaipava) e Sapucaia. Estado do Rio de Janeiro. 2005-2006

ANALISE DE AMOSTRAS DE POLEN

REGISTRADAS SOB O N2 1403

Qito amostras de bolotas de pélen de abelha procedentes de ltaipava,
Estado do Rio de Janeiro, recebidas da Dra. Cristina Lorenzén, UFRRJ,
através da Sra. Marta Pacheco, em 13.02.2006. Solicita-se analise polinica
das amostras visando a ocorréncia de mortandade de abelhas, suspeitas de
“Cria Ensacada Brasileira”.

As bolotas de pdlen apresentaram cores variadas e odor caracteristico
de pélen. Nao estavam bem secas. Passaram a ter o seguinte registro, as
respectivas datas de coleta e os resultados das analises polinicas
(compreendem o pélen dominante com mais de 45% do total de gréos de pélen
e polen acessorio, de 15 a 45%):

Amostra 1403-11 de 20.12.2005: pélen de Eucalypius e Arecaceae (palmeira).

Amostra 1403-12 de 27.12.2005: pdlen de Eucalyptus, Baccharis, Ricinus e
Poaceae (gramineas).

Amostra 1403-13 de 07.01.2006: pblen de Eucalyptus e Corton.

Amostra 1403-14 de 10.01.2006: pdélen desconhecido 3-colporado, reticulado,
exina rigida.

Amostra 1403-15 de 17.01.2006: polen de Corton (morrao-de candeia).

Amostra 1403-16 de 24.01.2006: polen de Anandenanthera (angico) , Poaceae
e desconhecido 3-colporado, reticulado,
exina delicada (Bignoniaceae?).

Amostra 1403-17 de 01.02.2006: pélen de Corton e Myrcia. (amostra muito
Umida, uma massa uniforme).

Amostra 1403-18 de 07.02.2006: p6len de Eucalyptus e Anadenanthera.

Avaliacdo Final: N&o foi encontrado podlen de Stryphnodendron, suspeito
poder ser responsavel pela manifestacéo da “cria ensacada brasileira”.

Rio de Janeiro, 9 de maio de 2006

ALidon f—/ L
0O.M. Barth

Laudo laboratorial técnico ORTAUD MONIXA BARTH
Peaquisador-Tiular
Consaihe rum;un Blolegle

N 3
Bl da Janelio - Brasll
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Anexo F. Continuacao

ANALISE DE AMOSTRAS DE POLEN

REGISTRADAS SOB O N° 1405

Sete amostras de bolotas de poélen de abelha procedentes de Sapucaia,
Estado do Rio de Janeiro, recebidas da Dra. Cristina Lorenzén, UFRRJ,
através da Sra. Marta Pacheco, em 13.02.2006. Solicita-se analise polinica
das amostras visando a ocorréncia de mortandade de abelhas, suspeitas de
“Cria Ensacada Brasileira”.

As bolotas de polen apresentaram cores variadas e odor caracteristico
de pélen. N&o estavam bem secas. Passaram a ter o seguinte registro, as
respectivas datas de coleta e os resultados das analises polinicas
(compreendem o pélen dominante com mais de 45% do total de graos de pélen
e polen acessorio, de 15 a 45%):

Amostra 1405-4 de 18.01.2006: pélen de Baccharis e Poaceae.
Amostra 1404-5 de 18.01. 2006: polen de Croton.

Amostra 1405-6 de 26.01. 2006: polen de tipo polinico Mimosa scabrella
(marica) e Croton.

Amostra 1405-7 de 26.01. 2006: pdlen de polinico Mimosa scabrella (marica).

Amostra 1405-8 de 01.02. 2006: pélen de polinico Mimosa scabrella (marica) e
Croton.

Amostra 1405-9 de 09.02. 2006: pélen de Crofon e Poaceae.

Amostra 1405-10 de 09.02. 2006: polen de Zea mays (milho), Merremia
(jitirana), Anadenanthera (angico), Poaceae e desconhecido
(Fabaceae tipo Crotalaria, graos de pélen pequenos cobertos
de 6leo vermelho)

Avaliacao Final: N3o foi encontrado polen de Stryphnodendron, suspeito
poder ser responsavel pela manifestagcdo da “cria ensacada brasileira”.

Rio de Janeiro, 9 de maio de 2006

iy et
O.M. Barth

ORTRUD MOWIKA BaRTH
Laudo laboratorial técnico Consalhe m.f:;'Til.'"fn';.w.
0

Rio da Janeiro - Brasii
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