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Resumo

O conhecimento do estado sanitario das colmeias e dos apiarios € uma
ferramenta chave para o apicultor obter uma redugdo na mortalidade anual e
consequentemente um aumento do sucesso da exploragao apicola. Os objetivos deste
trabalho basearam-se na realizagdo de 3 estudos sanitarios num apiario da regiao
centro de Portugal, durante a época de maior mortalidade (inicio do outono, inverno e
inicio da primavera) de forma a obter informacao sobre o real estado sanitario das
colmeias, pesquisando os principais agentes etioldgicos no territorio nacional: a) Varroa
destructor; b) Nosema spp.; c) Ascosfera apis; d) Senotainia tricuspis e €) Paenibacilus
larvae. No decurso deste estudo fez-se a aplicagéo de 4 acaricidas homologados contra
a varroose (Apivar®, Thymovar®, Apilife-Var® e Apiguard®) de forma a comparar a sua
eficacia. Para tal, foram utilizadas 20 colmeias, criadas na primavera que antecedeu o
inicio do estudo, sujeitas ao mesmo maneio e provenientes da mesma colénia-mae de
forma a reduzir possiveis fatores causadores de erros. Apds o segundo estudo sanitario
foram criados 5 grupos para efetuar a aplicagao e comparagéo dos métodos e controlo
sendo que nos grupos 1 a 4 foram aplicados de acaricidas e o grupo 5 usado como
grupo controlo.

No outono, observou-se que todas as colmeias estavam afetadas por S. tricuspis
(média 12,12%) e que 60% continham V. destrutor, com taxas de infestacdo médias
inferiores a 1. No inverno, o Unico parasita encontrado foi V. destructor, com 100% das
colmeias afetadas e com taxas médias de infestacdo de 3,75% nas abelhas adultas e
8,6% nos favos de criacdo. No inicio da primavera, 15% das colmeias apresentavam
Nosema spp. e 90% das colmeias V. destructor, sendo que os grupos (1 a 4) sujeitos a
aplicagdao de métodos de controlo apresentaram uma infestagdo média por colmeia de
2,45% nas abelhas e de 3,22% nos favos. A avaliagdo da eficacia dos métodos de
controlo contra a varroose mostrou que o Apilife-Var® foi o farmaco mais eficaz seguido
do Apivar®, Thymovar® e do Apiguard®.

Palavras-chave: Abelha, Apicultura, Senotainia tricuspis, Varroa destructor, Nosema

spp., Portugal.



Abstract

The knowledge of the health status of hives and apiaries is a really important tool
for the beekeeper in order to obtain a reduction in annual mortality and consequently an
increase in the success of beekeeping. The objective of this work consisted in the
realization of 3 health studies in an apiary in the central region of Portugal during the
season of higher mortality (early Autumn, Winter, and early Spring) in order to obtain
information on the real health status of the hives by researching the main etiological
agents in the national territory: a) Varroa destructor; b) Nosema spp.; ¢) Ascosfera apis;
d) Senotainia tricuspis and e) Paenibacilus larvae. During the course of this study, 4
approved acaricides against varroose (Apivar®, Thymovar®, Apilife-Var® and
Apiguard®) were applied to compare their effectiveness. For this purpose, 20 hives were
used, all of them created in the spring before the beginning of the study, subjected to the
same management and descending from the same mother colony, in order to reduce
possible factors that would cause evaluation errors. After the second health study, 5
groups were created to carry out the application and comparison of the control methods.
From group 1 to 4 were applied acaricides and group 5 was used as a control group.

In autumn, it was observed that all hives were affected by S. tricuspis (average
12.12%) and that 60% contained V. destructor, with average infestation rates below 1%.
In winter, the only parasite found was V. destructor, with 100% of hives affected and with
an average infestation rates of 3.75% in adult bees and 8.6% in breeding combs. In early
spring, 15% of hives had Nosema spp. and 90% of hives had V. destructor, being that
groups (1 to 4) in which were applied varroa control methods having a mean hive
infestation of 2.45% in adult bees and 3.22% in breeding combs. The evaluation of the
effectiveness of control methods against varroosis showed that Apilife-Var® was the

most effective drug followed by Apivar®, Thymovar® and Apiguard®.

Keywords: Bee, Beekeeping, Senotainia tricuspis, Varroa destructor, Nosema spp.,

Portugal
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Parte | — Atividades Desenvolvidas no Estagio Curricular
1. Estagio realizado no Posto Apicola do Instituto Nacional de
Investigagao Agraria e Veterinaria (INIAV)

O estagio curricular que serviu de base a realizagéo deste trabalho decorreu no
no Laboratério do Posto Apicola Nacional no Pdlo da Tapada da Ajuda do Instituto
Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria, desde o dia 25 de setembro de 2017 até
ao dia 08 de junho de 2018, perfazendo um total de 500 horas, sob a orientagéo da
Dra.Maria José Valério.

Durante o periodo de estagio foram desenvolvidos em simultaneo dois tipos de
atividades: a) o acompanhamento e participacdo em todo trabalho laboratorial de
pesquisa doencgas apicolas desenvolvido pela Dra. Maria José Valeiro no Posto Apicola
Nacional e b) a realizagao de 3 estudos sanitarios completos a um apiario da regido
centro de Portugal sob a orientagdo quer em trabalho de campo, quer em laboratdrio,
da Dra. Maria José Valério, sendo este estudo destinado a realizagao da dissertacédo de
mestrado.

O Posto Apicola Nacional do INIAV é um laboratério de referéncia a nivel
nacional e internacional que tem como principal objetivo o diagndstico de doengas
apicolas, mas também a participacdao em estudos e criagdo de guidelines sobre as
doengas apicolas, quer sejam as ja existentes no territério nacional ou as potenciais
doencas que ameacam constantemente invadir o nosso Pais.

Durante o acompanhamento do trabalho de rotina desenvolvido pela Dra. Maria
José Valério foi possivel adquirir conhecimentos sobre os procedimentos laboratoriais
efetuados no Posto Apicola. Destacam-se, entre eles: a rececdo das amostras
biolégicas no laboratério quer de abelhas quer de favos de criagéo; a realizagao de
protocolos laboratoriais especificos; a pesquisa e identificagdo de agentes patogénicos;
e o envio dos resultados das analises realizadas aos apicultores, associagdes
/cooperativas apicolas e entidades responsaveis pelo controlo da sanidade apicola a
nivel nacional.

Neste contexto, foram adquiridos conhecimentos e realizados todos os
procedimentos dos métodos de pesquisa e quantificagcao de Varroa destructor, quer nas
abelhas adultas, pelo método da lavagem com sabdo, quer nos favos de criacao, pela
desoperculagao da criagéo.

Realizou-se também a dissecacdo de abelhas adultas e observagdo em
microscoépio 6tico, utilizando cortes da regido toracica, para a pesquisa de Senotainia
tricuspis e Acarapis woodi e maceracgéo da regido abdominal da abelha para a pesquisa

de Nosema spp (Figura 1).



Figura 1: Em cima: Almofariz com macerado de abdémens
de abelha para pesquisa de Nosema spp. Em baixo: Placas
de Petri com cortes toracicos de abelha para pesquisa de
S. tricuspis. (fotografia do autor)

Executaram-se, igualmente, os procedimentos de pesquisa de Loque Americana pela
analise de favos de criagdo a olho nu e identificagdo do cheiro caracteristico desta
doenca apicola, recorrendo a visao e ao olfato do observador.

Foi ainda possivel acompanhar a Dra. Maria José Valério a sede do INIAV, em Oeiras,
onde houve oportunidade de contactar com todo o processo de determinacdo das
espécies de Nosema presentes nas amostras enviadas por apicultores, recorrendo a
técnica de PCR.

Como consequéncia do estagio curricular foi desenvolvido em co-autoria com a Dra.
Maria José Valério e a Professora Doutora Isabel Pereira da Fonseca, uma revisao
bibliografica com o titulo “Varroose na Abelha do Mel — Descri¢gdo da doenga, métodos
de controlo e impactos econémicos” com a finalidade de participar no prémio Bayer

Saude Animal 2018. Este trabalho foi contemplado com o 1° prémio.



Parte |l — Revisao Bibliografica

1. Apis mellifera

1.1. A abelha e a Apicultura

A apicultura é a atividade a partir da qual o apicultor cria abelhas e delas extrai
os seus subprodutos. A domesticacdo de abelhas tem acompanhado a histéria da
humanidade, sendo desde ha muito considerada como uma atividade de extrema
importancia para o desenvolvimento dos meios rurais (Moreira e Farinha 2011).

Em Portugal existem cerca de onze mil apicultores registados, detentores de
cerca de 626 mil colonias distribuidas por cerca de 33 mil apiarios (DGAV 2020). Com
0 passar dos anos é um sector que apresenta cada vez mais apicultores profissionais,
no entanto, o numero total de apicultores amadores esta a diminuir, havendo um
aumento do numero total de colénias a cada ano sem haver aumento do numero total
de apiarios. Assim observamos uma tendéncia para o aumento do nimero de coldnia
por apiario e um aumento no nimero de coldnias que cada apicultor possui (GAPA 2019;
DGAV 2020).

A abelha doméstica que habita no continente Europeu, é um inseto que pertence
a ordem Hymenoptera, familia Apidae, espécie Apis mellifera sendo que na Peninsula
Ibérica predomina a subespécie Apis mellifera iberiensis. Existem cerca de 20 mil
espécies diferentes de abelhas, no entanto, a espécie A. mellifera é a que tem maior

relevancia na polinizagao das variadas plantas (Pascoal 2012; He et al. 2019).

1.2. Biologia e Ciclo de Vida

A espécie A. mellifera € um inseto altamente sociavel e apenas consegue
sobreviver e proliferar fazendo parte de uma colénia. Uma colénia de abelhas meliferas
€ composta pela criagdo, que corresponde as larvas e pupas de abelhas durante a fase
de metamorfose, e por insetos adultos, distribuidos de acordo com a sua fungéo, isto é:
abelhas obreiras, em numero de 10.000 a 40.000; uma rainha e um variado nimero de
zangaos, que dependendo do estado evolutivo da colénia pode oscilar entre zero e
4.000 individuos. A colénia de A. mellifera é considerada como um exemplo de disciplina
€ organizagao, em que todos os seus membros tém fungdes bem definidas (Moreira e
Farinha 2011).

A criacao da coldnia esta inserida nos favos da colmeia. Estes podem ser de 3
tipos: alvéolos reais dos quais irdo eclodir as rainhas; alvéolos de zangaos e alvéolos
de obreiras.

A metamorfose corresponde a passagem da abelha desde a fase de ovo até ao

inseto adulto, possuindo uma duracgio diferente consoante o tipo de inseto adulto que



ira eclodir. Assim, a metamorfose da rainha ocorre durante 16 dias. Inicia-se num ovo
fecundado, do qual eclode uma larva ao 3° dia. O periodo larvar dura 9 dias. E
operculado ao 9° dia e até ao 16° dia ocorre a evolugao para pupa, eclodindo o inseto
adulto ao 16° dia (Figura 2).

A metamorfose da abelha obreira inicia-se com um ovo fecundado, evoluindo
para o estado larvar ao fim de 3 dias, no qual permanece do 4° ao 13° dia. Ao 9° dia o
alvéolo de obreira é operculado e no seu interior ocorre a passagem de larva a pupa e
finalmente a inseto adulto, o qual eclode ao 21° dia (Figura 2).

A metamorfose do zangao é a mais longa durando 24 dias. Inicia-se também
com a postura de um ovo, porém um ovo nao fecundado. Trés dias apds a ovopostura,
a larva eclode do ovo permanecendo nesta fase até ao 17° dia, sendo operculado ao
11° dia. Apds a operculagao, a larva cresce, dar-se-a a passagem para pupa eclodindo

0 zangéao, como inseto adulto, ao 24° dia (Figura 2).

The Honey Bee Lile Cycle
VWOAKER

24 dwys

Figura 2: Representagcio da metamorfose de
(esquerda para direita) Zangao, Abelha Obreira e
Abelha Rainha. (adaptado de blogs.evergreen.edu/
terroir-zackl/life-cycle-of-the-honey-bee/)

Quanto a distribuicao de tarefas das abelhas enquanto insetos sociais, a abelha
obreira € a responsavel por todas as atividades laborais na colmeia. Desde a sua
eclosdo como inseto adulto até a sua morte esta desenvolve variados tipos de trabalhos
e de fungdes na coldnia. No inicio da sua vida, até cerca de 5/6 dias pds-eclosao, a

obreira, apenas possui fungdes de limpeza da coldnia.



Com o seu crescimento também as suas glandulas se vao desenvolvendo,
nomeadamente as glandulas hipo-faringeas e as glandulas cerigenas (Figura 3),

glandulas estas responsaveis pela producao de geleia real e cera, respetivamente.
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Figura 3: Esquema da Anatomia da Abelha Obreira
(adaptado de Fao.org/3/t0104e/T0104E02.htm)

Como tal, dos 6 aos 16 dias de vida, a obreira, também denominada como abelha
ama, vai passar a ter fungbes de alimentacgdo das larvas e da rainha e producéo de cera,
usada na construgdo dos favos e na operculacdo dos alvéolos. E também durante este
periodo que as obreiras participam no armazenamento de mel pela colénia. A medida
que a obreira vai ficando mais velha, e a partir dos 18 dias de vida, inicia as fung¢des de
guarda, ou seja, de defesa da colmeia.

E nesta fase que ela vai aperfeicoando a arte do voar de forma a que inicie as
suas fungdes de coletora, fungdes estas que compreendem as atividades de coleta de
polen e néctar das plantas.

A coleta de pdélen e de néctar acaba por ser a ultima fungdo da vida da abelha
obreira ou abelha campeira. periodo de vida da abelha é determinado pela atividade
que desenvolve, ou seja, quanto maior for a atividade coletora da abelha,
nomeadamente o numero de voos diarios que executa, menor sera a sua esperanga de
vida. Sendo que, no inverno, em que ha menor disponibilidade de alimento e os dias
sdo mais curtos a abelha chega a viver 90 dias, enquanto que na primavera, com
abundancia alimentar que a leva a executar varios voos diarios e com os dias maiores,
permitindo também maior numero de voos, esta apenas vive 55 dias (Moreira e Farinha
2011; Pascoal 2012).

A rainha é o unico ser dentro da colmeia que é capaz de produzir ovos
fecundados na coldnia, sendo como tal a responsavel pela ovopostura. A rainha vive
cerca de 3 a 5 anos, dependendo da intensidade e vigor da postura de ovos (Abrahao
et al. 2017).



Quando eclode como inseto adulto, a rainha passa os primeiros 15 dias de vida
dentro da coldnia a alimentar-se e a ganhar forga para a realizagao do voo nupcial, que
s6 é realizado uma Unica vez na sua vida. E neste voo nupcial que a rainha é fecundada
por um numero variavel de zangaos, entre 4 a 18, o que permite que a espermateca

(Figura 4) armazene espermatozoides, de diferentes proveniéncia.

Intestinal tract

Spermatheca

= Vagina
Common oviduct
Lateral oviduct

Figura 4: Esquema de abdomén da Abelha
rainha. (adaptado de //carrsconsulting.com/
honeybee/normal/anatomybee.htm)

Apdés o voo nupcial a rainha
permanece na coldnia cerca de uma semana a alimentar-se a fim de reunir condi¢des
para iniciar a ovopostura. A rainha é também a responsavel pela libertacdo de uma
feromona especifica que gere variados comportamentos dentro da colénia como o
comportamento de defesa e o comportamento higiénico, entre outros (Moreira e Farinha
2011; Pascoal 2012).

Os zangaos sdo os machos das colonias e sdo apenas responsaveis pela

fecundacao de rainhas virgens (Abrahao et al. 2017).

1.3.  Os produtos da Colmeia

O produto que a maioria dos apicultores colhe das colmeias € o mel, no entanto
muitos outros produtos podem ser extraidos de forma a aumentar a produtividade de
uma exploragao apicola. Como produtos secundarios obtém-se o pdlen, o propdlis, a
cera, apitoxina, geleia real, enxames e as abelhas rainhas(Moreira e Farinha 2011;
Sforcin et al. 2017; Apicola 2019).

O mel é o alimento energético das abelhas que as abelhas reservam na colmeia
durante as épocas de abundancia alimentar. O mel é feito pelas abelhas através do
néctar que colhem das plantas, ao qual adicionam enzimas salivares e apds a sua
desidratagdo armazenam nos favos. Desde o inicio da apicultura, que ano apds ano, 0os
apicultores selecionam as colmeias que coletam e armazenam mais mel, chegando ao
ponto em que as colmeias armazenam muito mais mel do que necessitam, permitindo
ao apicultor colher o mel excedente, nunca comprometendo as reservas que a coldnia

necessita em periodos de escassez. Para tal, a colmeia é composta por um ninho, onde
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existe a criagcdo e as reservas e quando este esta cheio o apicultor coloca algas
(pequenas caixas de madeiras com 8 a 9 quadros) de forma a que as abelhas coloquem

ai o mel em excesso (Figura 5).

Figura 5: Apiario com colmeias compostas por
ninhos e variado nimero de algas (fotografia do
autor)

Na altura da cresta (colheita de mel das colmeias) o apicultor apenas extrai o

mel contido nas algas (Sousa Neves 2006).

O pdlen é o alimento proteico das abelhas e é principalmente usado para a
alimentacédo das larvas durante a metamorfose. A coleta de poélen por parte das abelhas
corresponde a um processo cooperagao entre as plantas e as abelhas, pois as abelhas
ao colherem o pdlen, muito necessario ao funcionamento da colénia, permitem a
passagem de graos de pdlen entre varias plantas da mesma espécie, aumentando muito
0 sucesso reprodutivo destas (Casaca 2010).

O polen é colhido pelo apicultor quando a abelha carregada de pélen esta para
entrar na colmeia. O método mais utilizado é com o recurso a capta-polens, que
possuem uma rede circular de didmetro ligeiramente superior ao didmetro da abelha,
permitindo que esta a atravesse, no entanto, as bolas de pdélen que a abelha carrega
nas patas nao passam por este orificio, caindo o pélen para uma gaveta (Figura 6). O
apicultor pode apenas colocar os capta-polens durante um curto periodo de tempo, 2 a
4 dias de cada vez, pois as abelhas ndo reservam muito pélen dentro da colmeia,

evitando assim que este figue em défice (Casaca 2010).



Figura 6: Colmeias com capta-pdélens colocados,
durante a extragao de pélen (fotografia do autor)

A cera de abelha e o propolis sdo verdadeiramente subprodutos pois o apicultor
nao tem colmeias dedicadas a producéo destes produtos. Todos os anos o apicultor
extrai cera das colmeias quando faz a renovagao de ceras velhas por ceras novas, em
colmeias que morrem e é derretida toda a cera do ninho e durante a cresta, na remogao
dos opérculos que selam o mel nas algas(Barros et al. 2009).

O propolis € composto por uma goma extraida da seiva de algumas arvores e
que as abelhas usam para isolar toda a superficie e orificios da colmeia. O prépolis pode
ser retirado com a colocagao de redes no topo da colmeia ou através da raspagem dos
quadros e colmeias (Casaca 2010). E um dos subprodutos que contem mais
propriedades terapéuticas, sendo usado como anti-infecioso em feridas, e sob a forma
de estrato para reforgar o sistema imunitario (Sforcin et al. 2017).

A apitoxina e a geleia real sdo ainda subprodutos pouco explorados em Portugal,
no entanto, cada vez mais estdo a ganhar relevancia pelas suas inimeras propriedades
terapéuticas. A geleia real é produzida pelas glandulas hipofarigeas das abelhas amas
€ € o0 unico alimento que a abelha rainha ingere durante toda a sua vida. Este alimento
€ altamente rico em aminoacidos essenciais e vitaminas, sendo muito utilizado na
cosmeética e como suplemento alimentar para reforgo do sistema imunitario (Williams
2000; Kazemi et al. 2019).

A produgao de rainhas e enxames de abelhas para venda a outros apicultores é
também uma importante fonte de rendimento para uma exploragao apicola, sendo cada

vez mais frequente para o apicultor a produgéo destes produtos (Neto 2009).



2. As doencgas da Colmeia:

2.1. Varroose

2.1.1. Agente etioldgico e distribuicdo geografica

O parasita responsavel pela varroose na Abelha do Mel, A. mellifera, € um acaro
da espécie Varroa destructor, pertencente a familia Varroidae (Relva 2010).

O acaro Varroa foi identificado pela primeira vez, em 1904, na ilha de Java na
Indonésia, tendo a espécie sido denominado Varroa jacobsoni. A dispersdo mundial do
acaro Varroa iniciou-se quando este conseguiu mudar do seu hospedeiro natural, Apis
cerana, completamente adaptado ao parasitismo, para iniciar o parasitismo em Apis
mellifera, um hospedeiro novo de elevada suscetibilidade a este acaro (Rosenkranz et
al. 2010).

Inicialmente pensava-se que a espécie responsavel pela varroose na Apis
mellifera era V. jacobsoni, no entanto, no ano 2000, Anderson e Trueman demonstraram
que a espécie que possuia potencial para parasitar a abelha europeia seria Varroa
destructor. Esta espécie possui 5 haplétipos capazes de parasitar A. mellifera embora
somente 2 apresentem patogenicidade relevante. Sdo estes o haplétipo Japan/Thailand,
que é considerado menos patogénico e apenas encontrado em colénias no Japéao,
Tailandia, América do Norte e América do Sul, e o haplétipo Korea, de elevada
patogenicidade sendo responsavel pela dispersdo mundial de V. destructor (Anderson
and Trueman 2000).

Desde 1949, data na qual foi identificada pela primeira vez destructor na A.
mellifera, a varroose rapidamente se espalhou por todo o mundo, sendo que atualmente
apenas o continente australiano (Figura 7) e algumas ilhas do atlantico, e pacifico se

encontram indemnes a doenca (Dietemann et al. 2013; Traynor et al. 2020).
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Figura 7: Mapa da dispersao mundial de V. destructor
(Adaptado de beehealth.bayer.us/bayer-news-and-
resources/publications)



No que se refere a Portugal, o primeiro relato de varroose ocorreu no ano de
1987, na regido Norte, entre os rios Douro e Minho, disseminando-se rapidamente por
todo o pais, sendo desde entao a doenga de maior relevancia para a apicultura (Relva
2010)

2.1.2. Morfologia de Varroa destructor

Os 6rgaos reprodutores e os 6rgaos sensoriais sdo as estruturas de maior
relevancia para V. destructor pois a sua sobrevivéncia depende grandemente da eficacia
dos mesmos. Este parasita exibe um dimorfismo sexual muito acentuado, possuindo
bastantes adaptagbes morfolégicas ao seu hospedeiro. O corpo do macho é
arredondado, em forma de pera, com uma coloracdo entre o branco e o cinzento claro,
medindo apenas 1 mm de didametro, sendo significativamente mais pequeno que o da
fémea em todas as fases de desenvolvimento. O corpo da fémea é oval e achatado,
sendo mais largo (1,5-2 mm) que comprido, € a coloragao varia entre o castanho claro
e o castanho escuro. O corpo de V. destructor é dividido, em ambos os sexos, em duas
partes bem definidas, o idiossoma e o gnatossoma (Rosenkranz et al. 2010).

O gnatossoma corresponde a porcao cranio-ventral de V. destructor, onde se
encontram as estruturas que formam a armadura bucal nomeadamente duas queliceras
e dois pedipalpos sensoriais. As queliceras sdo formadas por 3 partes (proximal,
intermédia e distal), sendo que a porcao distal nas fémeas é movel e possui dois
pequenos dentes enquanto no macho esta porcdo foi transformada num
espermatodactilo, uma estrutura tubular que permite a transferéncia dos
espermatozoéides para o interior do trato genital da fémea. A armadura bucal da fémea
tem uma fungéao picadora-sugadora, permitindo a V. destructor perfurar o revestimento
quitinosos das abelhas e sugar a hemolinfa (Relva 2010).

O idiossoma, caudal ao gnatossoma, corresponde a maior parte do corpo da
varroa e é constituido pelo corpo e membros, onde se localiza o aparelho reprodutor
quer da fémea quer do macho (Rosenkranz et al. 2010).

O género Varroa néao possui 6rgaos visuais nem auditivos, tendo toda a sua
superficie corporal recoberta por pelos sensoriais bastante desenvolvidos capazes de
detetarem diferencas de temperatura, humidade, estimulos quimicos e vibragdes. Este
parasita utiliza o primeiro par de patas ndo com a finalidade de se deslocar, mas sim
como antenas para sentir o ambiente envolvente, pois no tarso de cada uma destas
patas o acaro possui um 6rgao sensorial que tem como fungao fornecer informagées do
foro gustativo e olfativo, permitindo-lhe obter informacgao sobre a localizagao da criagao

€ o seu estado de desenvolvimento (Rosenkranz et al. 2010).
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2.1.3. Biologia e ciclo de vida

O acaro V. destructor € um parasita obrigatério da abelha, passando todo o ciclo
de vida no ninho da colmeia, na criagao, nao tendo capacidade de se reproduzir fora do
mesmo(Relva 2010).

A temperatura média no interior de uma colmeia é de 34°C, variando entre os
30,5°C, no inverno e os 35,5°C no verao. A temperatura dentro do ninho da colmeia é
mais um dos fatores que torna este parasitismo tao efetivo para o género Varroa pois a
sua temperatura ideal de desenvolvimento é aproximadamente de 32°C + 2,9°C. A
temperatura também influencia a eficacia de desenvolvimento do acaro, sendo que este
atinge uma taxa reprodutiva maxima entre os 32,5°C e os 33,4°C. A temperatura minima
que V. destructor suporta é de 1°C, no entanto, s6 contacta com temperaturas tao baixas
quando sai da colmeia parasitando uma abelha adulta, sendo este fator bastante
importante na dispersao dos parasitas pelos apiarios (Nazzi and Le Conte 2016).

Uma varroa fémea vive cerca de 2 a 3 meses na primavera e verdo e de 6 a 8
meses no inverno, quando ha auséncia de criagdo. Se separada das abelhas nio vive
mais que 7 dias (Murilhas e Casaca 2004).

O ciclo de vida de V. destructor compreende duas fases distintas: a fase
reprodutiva (Figura 8), que ocorre no interior dos alvéolos da criagado operculada de
abelhas obreiras e de zangaos; e a fase forética que corresponde ao parasitismo de

abelhas adultas dentro e fora da colmeia (Pascoal 2012).

Figura 8: Fase reprodutiva de V. destructor
(adaptado de https://beehealth.bayer.us/bayer-
news-and-resources/publications)

Os comportamentos reprodutivo e de busca de hospedeiro séo cruciais para o
ciclo de vida de V. destructor. O parasitismo comega com a invasdo do alvéolo,
iniciando-se aqui a alimentagdo com a hemolinfa da larva de abelha ou zangao,
seguindo-se de um mimetismo quimico como mecanismo de escape ao reconhecimento
pelas abelhas responsaveis pela manutencido da criagcdo, ovopostura e ecloséo,
crescimento e acasalamento (Rosenkranz et al. 2010).

Uma abelha ou zangao parasitados por uma fémea fecundada V. destructor

(ainda na fase forética), ao deslocarem-se pela colmeia permitem ao acaro que percorra
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o ninho até que identifique e localize o alvéolo que contém a larva a parasitar. O seu
sistema sensorial permite-lhe encontrar com facilidade o local onde se vai alimentar e
reproduzir, ou seja, um alvéolo de obreira contendo uma larva de 8 a 9 dias de idade,
15 a 20 horas antes de ser operculado, ou um alvéolo de zangao contendo uma larva
de 9 a 10 dias de idade, 40 a 50 horas antes de ser operculado. Quando V. destructor
se encontra relativamente perto do alvo, abandona a abelha ou o zangdo que a
transportava e invade o alvéolo escolhido (Nazzi and Le Conte 2016).

A espécie V. destructor tem preferéncia por parasitar a criagdo de zangao em
comparagao com a criacao de obreira pois o0 primeiro além de oferecer mais nutrientes
aos acaros por possuir maior volume de hemolinfa disponivel também liberta mais
agentes quimicos (feromonas) atrativos, € visitado mais vezes por abelhas amas que
podem conter parasitas, aumentado a probabilidade de parasitismo, e ainda passa mais
tempo operculado o que permite que V. destructor execute mais ciclos reprodutivos. Os
alvéolos reais, de onde eclodem rainhas, quase nunca sdo parasitados pois a geleia-
real possui uma elevada concentracao de acido octandico com efeito repelente contra
as varroas (Anderson and Trueman 2000).

Tendo em conta o numero de alvéolos com condi¢des ideais para o parasitismo,
a sua invasao por V. destructor nao é aleatéria. Sabe-se que, por norma, as varroas
tendem a parasitar alvéolos onde ja se encontram outras, ocasionando a que dado
alvéolo seja muito parasitado enquanto outros permanecem livres do acaro. Este
comportamento acontece devido a varios fatores como a existéncia de alvéolos
contendo mais agentes atrativos, zonas de criagdo de obreira e zangaos que pela sua
localizacdo mais central, sdo mais visitadas por abelhas parasitadas. Através deste
comportamento V. destructor obtém maior variabilidade genética e consequente
evolugcado da espécie através da fecundacao por machos de diferentes progenitoras
(Nazzi and Le Conte 2016).

As abelhas possuem um sistema de identificacdo dos individuos da colmeia
através da producao de uma feromona especifica e comum a todos eles. Caso exista
um ser vivo dentro da coldnia que ndo possua o0 mesmo odor aquelas irdo combaté-lo.
Como defesa contra este mecanismo defensor, as varroas desenvolveram o designado
“mimetismo quimico”, isto &, estes acaros conseguem produzir uma feromona igual a
que esta a ser produzida na colonia para que as abelhas-amas ndo os detetem nem
eliminem, aumentando assim a sua eficacia de parasitismo (Rosenkranz et al. 2010).

Apo6s a entrada no alvéolo, V. destructor dirige-se para o fundo do mesmo,
passando entre a larva e a parede até ficar aprisionada no alimento deixado pelas
abelhas para a larva consumir. Quando este alimento finda, o acaro comeca a alimentar-

se da hemolinfa da abelha imatura (pré-pupa/pupa). As feromonas produzidas pela larva
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de obreira ou zangao e pela cera do opérculo desencadeiam o inicio da oogénese nas
varroas, cerca de seis horas apds a operculacéo (Beecare 2017).

Aproximadamente 60 horas apds a operculagdo, quando a oogénese esta
concluida, V. destructor inicia a ovopostura na parede do alvéolo. A varroa pode colocar
até 6 ovos de 30 em 30 horas. No entanto, este cenario ndo € comum, tendo
normalmente taxas de reproducéo inferiores, influenciadas pela subespécie quer de A.
mellifera quer de V. destructor e pelo facto de se tratar de uma larva de zangao ou de
obreira (Pascoal 2012).

O primeiro ovo a ser posto € um ovo nado fecundado do qual se desenvolve
sempre um macho. Os restantes ovos estdo fecundados e darao origem a fémeas. Os
machos necessitam de sete dias até estarem aptos a reproduzir. As varroas fémeas
jovens, no estado de ninfas, ttm uma coloragéo branca e demoram seis dias até ficarem
adultas e prontas a serem fecundadas. Durante o periodo de desenvolvimento, os
acaros imaturos sdo incapazes de se alimentarem sozinhos, pelo que a varroa-mée
perfura a pupa da abelha, criando um orificio através do qual a sua criagédo se pode
alimentar (Beecare 2017).

A fecundacao inicia-se seis dias apds a ovopostura e dura até a eclosdo da
abelha ou zangao adulto. O macho é o primeiro descendente a ficar apto a se reproduzir
e espera até que as varroas fémeas jovens estejam aptas, fecundando-as assim que
possivel. A vida do macho da varroa dura apenas enquanto as pupas da abelha ou do
zangao estdo em desenvolvimento, pois assim que eclode o inseto adulto o macho e as
fémeas imaturas morrem por falta de alimento (Nazzi and Le Conte 2016).

A fase forética do ciclo de vida de V. destructor inicia-se quando o acaro fémea
abandona o alvéolo, onde passou a fase reprodutiva sobre uma abelha ou zangao
recém-eclodido, e termina quando o acaro invade novamente um outro alvéolo. A varroa
quando inicia a fase forética ndo permanece na abelha que a transportou, mas sim
muda-se para uma abelha ama ou para uma abelha campeira. Esta escolha nao é
aleatéria sendo condicionada pelo estado de infestagdo da coldnia, pois quando
V.destructor necessita de aumentar o sucesso reprodutivo dentro da mesma coldnia
(através do incremento da percentagem de infestagédo) prefere parasitar uma abelha
ama que tem acesso direto a toda a criagdo. Deste modo, torna-se mais facil eleger a
larva ideal, tornando a fase forética mais curta. Quando a taxa de infestacdo é elevada
as varroas parasitam também abelhas campeiras, pois nesta fase o objetivo destes
acaros € disseminar-se pelas outras colénias e apiarios, usando a abelha campeira
como vetor para o alcangar (Williams 2000; Rosenkranz et al. 2010; Nazzi and Le Conte
2016).
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Quando numa coldnia ha criacdo operculada, apenas 15 a 20% das varroas
existentes estdo na fase forética, estando as restantes na fase reprodutiva, dentro dos
alvéolos, nao permitindo a sua observagao direta. Quando a colénia esta reduzida a
enxame ou nao ha postura de ovos ha mais de 21 dias, as varroas existentes encontram-

se todas na fase forética (Loftus et al. 2016).

2.1.4. Patogenicidade e sinais clinicos

A elevada eficacia de disseminacdao das varroas entre colénias € um fator
importante no poder patogénico do acaro. A abelha campeira ao sair da colénia
infestada transportando uma fémea de V. destructor fecundada, facilmente introduz o
parasita numa nova colonia, através da pilhagem, da derivagdo para outras colénias e
da transmissao direta a outras abelhas quando estas se encontram nas fontes de néctar.
Quando os zangaos sao os transportadores a disseminagao ainda é mais eficaz pois o
zangao pode entrar em qualquer colmeia de qualquer apiario sem ser atacado pelas
abelhas guardas, levando o parasita diretamente para o interior das colodnias,
reinfestando-as. A enxameacgdo e o comércio de pacotes de abelhas e enxames sdo
formas muito importantes na dispersdo da varroose entre zonas distintas (Muli et al.
2014).

A abelha A. mellifera sofre com este parasitismo especialmente no estado larvar
e pupal, sendo afetada de diversas formas. A perda de hemolinfa que ocorre quando a
varroa se alimenta durante o estado de larva e de pupa provoca uma redugao no peso
da abelha adulta, proporcionalmente ao numero de varroas que dela se alimentaram.
Uma obreira parasitada com apenas uma varroa durante a metamorfose, tem uma
reducéo de 7% no seu peso a eclosdo e um zangdo pode ter perdas de 11 a 19%, o que
leva a uma reducdo na performance de voo, tempo de vida util, vitalidade e higiene,
capacidade de aprendizagem e orientagado (Rosenkranz et al. 2010).

Para além destes efeitos diretos, V. destructor € um vetor de exceléncia para
varias viroses de A. mellifera, permitindo que os virus infetem a abelha ainda no estado
larvar ou de pré-pupa. Ja foram isolados pelo menos 18 virus nesta espécie de abelha
e pelo menos 5 destes usam a varroa como vetor. Sdo eles o Virus das Asas
Deformadas (Deformed wing virus- DWV), o Virds Kashmir (Kashmir bee virus-KBV), o
Virus da Cria Ensacada (Sacbrood virus-SBV), o Virus da Paralisia Aguda (Acute bee
paralysis virus-ABPV), e o Virus Paralisia Aguda Israelita (Israeli acute paralysis virus-
IAPV) (de Miranda et al. 2010; de Miranda and Genersch 2010). Os efeitos dos virus
das asas deformadas e da paralisia aguda sdo os mais frequentemente observados,
pois o apicultor identifica-os ao visualizar abelhas e zangaos com grandes alteragcbes

nas asas € na locomocgao (Pascoal 2012).
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Quando as percentagens de infestagao por V. destructor sao baixas, na ordem
dos 2%, a coldénia normalmente nao apresenta sinais de parasitismo. No entanto, a taxa
de infestagao ira aumentar com o passar do tempo e a colénia ndo sobrevivera mais
que 2 a 4 anos caso nao seja feita nenhuma acdo com vista a reduzir a infestagao
(Murilhas e Casaca 2004).

Os primeiros sinais de parasitismo observaveis pelo apicultor sao a visualizagao
de acaros sobre as abelhas e zangaos adultos, observacao de abelhas e zangaos com
asas deformadas, moribundos e sem capacidade de voar, quer dentro da colmeia quer
na tabua de voo (de Miranda et al. 2010; Pascoal 2012)

Com o decorrer do parasitismo e aumento da taxa infestacéo, vao existir cada
vez mais abelhas afetadas e os sinais tornam-se mais evidentes. Quando as taxas de
infestagao estao elevadas ha um decréscimo acentuado no niumero abelhas adultas na
colonia, pois as abelhas parasitadas vivem menos tempo e os virus aumentam a
mortalidade, a area de criacdo esta diminuida, com aspeto rendilhado e com bastantes
anomalias como pupas desoperculadas, areas de criagdo morta e ma higiene
generalizada (Relva 2010).

A intensidade destes sinais revela a proximidade do colapso da colénia. A partir
deste ponto, o colapso pode acontecer em apenas 2 semanas pois a coloénia chega a
uma fase em que deixa de haver abelhas adultas suficientes para a manter em

funcionamento (Murilhas e Casaca 2004).

2.1.5. Diagndéstico e Monitorizagao da taxa de infestagao

Ao longo do ano apicola € necessario monitorizar periodicamente a taxa de
infestacao por V. destructor em cada apiario. Como referéncia, deve ser efetuada a cada
2 meses aproximadamente. Contudo, esta periodicidade varia com a taxa de infestagao
e com o estado evolutivo das coldnias (Pascoal 2012).

A monitorizagdo tem de ser realizada em todos os apiarios, através da colheita
de amostras numa percentagem representativa das coldnias (20 a 30%). De realgar que
a monitorizagdo deve ser constante, ndo sendo possivel usar o cenario do ano anterior
como referéncia, pois em cada ano e em cada apiario a evolugdo da infestacao
certamente sera diferente (Murilhas e Casaca 2004).

Existem varios métodos de diagndstico de infestagéo por V. destructor, tendo
todos eles vantagens e desvantagens, variando a sua sensibilidade e o impacto causado
a colodnia na sua realizagdo. A observagao dos acaros V. destructor é feita a olho nu.
(Pascoal 2012).

A OIE descreve trés métodos que devem ser realizados em conjunto para uma

determinacgao correta da taxa de infestacdo da coldnia, da evolucéo da infestagao e do

15



sucesso do tratamento, a saber: o método de contagem de varroas foréticas em abelhas
adultas; o método de contagem de varroas em criagdo operculada, de zangaos e de
obreiras e 0 método de contagem de varroas em estrados de recolha (Dietemann et al.
2013).

Para realizar o método de contagem de varroas foréticas em abelhas adultas
colhe-se uma amostra no campo, de 200 a 250 abelhas por coldnia, que estejam em
quadros de criagdo desoperculada (com maior % de abelhas amas), congelando a
amostra assim que possivel. Posteriormente coloca-se a amostra num frasco cheio de
alcool e agita-se durante dez minutos com a finalidade de separar as varroas das
abelhas. Por fim, filtra-se o alcool com a amostra através de um conjunto de dois filtros
sendo o primeiro constituido por uma malha grossa onde as abelhas ficam retidas, e o
segundo por uma malha fina impedindo a passagem de varroas, permitindo a sua
contagem e posterior calculo da relagao existente entre niumero varroas/abelhas para
obter a taxa de infestacao forética na coldnia (Dietemann et al. 2013).

No método de contagem de varroas na criagéo € feita a colheita de amostra no
campo (+/- 200 alvéolos), de seguida efetua-se a desoperculagédo dos alvéolos e
lavagem dos mesmos com agua quente, removendo as pupas e as varroas do interior
dos alvéolos para um sistema de dois filiros para separar as varroas das pupas de
abelha. As varroas ficam retidas no filtro de malha fina permitindo a sua contagem e
posterior determinacao da taxa de infestacdo de acaros que se encontravam em fase
reprodutiva (Honey Bee Health Coalition 2015).

O método de contagem de varroas nos estrados de recolha é a menos invasiva
€ a sua utilizagdo é mais direcionada para o controlo da eficacia de um tratamento. Este
meétodo baseia-se na colocagao, durante 24 horas, de um estrado de recolha no fundo
da colmeia apés a realizagao de um tratamento com um acaricida. As varroas afetadas
pelo tratamento irdo cair e ficar retidas no estrado, permitindo a sua contagem
(Dietemann et al. 2013). Ao se relacionar as taxas de infestacdo obtidas anteriormente
pelo método de contagem de varroas foréticas, e ao correlaciona-los com a quantidade
aproximada de abelhas adultas na colénia, é possivel calcular um numero aproximado
de varroas foréticas existentes na colmeia apds o tratamento, determinando a sua
eficacia (Murilhas e Casaca 2004).

Os métodos de contagem de varroas devem ser sempre efetuados antes de se
realizar um tratamento acaricida o qual esta aconselhado em infestagbes com taxas
superiores a 15% na criagao de obreira, 30% na criagdo de zangaos e 5% em abelhas
adultas. Abaixo destes valores devem ser realizadas, regularmente, a¢cdes de maneio
com vista a redugao gradual do numero de varroas sem utilizar acaricidas (Relva 2010;
Honey Bee Health Coalition 2015).
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2.1.6. Métodos de Controlo

O objetivo do controlo da varroose em A. mellifera € a manutencgao da populagao
de acaros abaixo do nivel que compromete a producao e a sobrevivéncia das colénias.
Nesta espécie de abelha, no combate a varroose, e na redugdo do seu impacto, o
apicultor ou técnico apicola responsavel, utiliza métodos de tratamento quimicos, com
efeitos varroicida, e métodos biotecnoldgicos. Estes dois métodos de controlo devem
ser utilizados em conjunto e em concordancia com a época do ano, o estado das
coldnias e a taxa de infestagcao (Pascoal 2012).

Os métodos biotecnolégicos utilizados baseiam-se em agbes de maneiro da
coldnia tirando partido de caracteristicas do ciclo de vida de V. destructor. Existem seis
métodos, sendo eles: o0 método de eliminacdo de alvéolos de zangdo; o método de
interrupgao da criagao; o método de criagao de rainhas resistentes a varroa; a utilizagao
de estrados sanitarios; a pulverizagcdo de agucar em po sobre as abelhas e a mudanca
regular de quadros com ceras velhas /com excesso de alvéolos de zangao (Honey Bee
Health Coalition 2015).

Um fator a ter em conta no combate a varroose, de modo natural, € o
comportamento higiénico da colonia e a resisténcia da mesma ao parasitismo. Estes
dois aspetos sao transmitidos, geneticamente, as abelhas pela rainha da colénia, sendo
possivel selecionar artificialmente rainhas com grande aptiddao para estes mesmos
comportamentos. Como tal, a criagdo de rainhas cada vez mais tolerantes aos efeitos
de V. destructor € uma estratégia para a resolugdo a longo prazo da varroose (Neto
2009).

A renovacéao de ceras velhas, escuras, deformadas e com excesso de alvéolos
de zangaos é uma medida de sanidade global para a colmeia. Embora nao tendo efeito
direto sobre a taxa de infestagao por V. destructor , este procedimento tem efeito indireto
na medida em que o apicultor melhora o ambiente em que a abelha vive, aumentando
o numero de abelhas novas, a vitalidade, as defesas e a forga da colonia (FNAP 2009).

No método de eliminacéo de alvéolos de zangéo, o apicultor estimula a colénia
a produzir uma maior criagdo de zangaos fornecendo inicialmente a colmeia cera
laminada com alvéolos de zangados, 0 que ira atrair varroas para estes alvéolos
reduzindo a infestac&o na criagdo de obreiras. Desde a operculagcdo do alvéolo até ao
nascimento dos zangaos, o apicultor tem uma janela temporal em que devera remover
toda a criagdo operculada de zangéos, eliminando, assim, uma grande quantidade de
varroas que se encontra no interior dos alvéolos (Honey Bee Health Coalition 2015).

O método de interrupgao da criagao e/ou da renovagao da rainha baseia-se em
fornecer a colénia um periodo no qual nao exista criagao operculada e como tal, ndo

existam varroas na fase reprodutiva, mas somente na fase for ética. Este procedimento,
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nao so6 provoca um atraso na evolugao do parasitismo como também aumenta a eficacia
quer do comportamento de limpeza, por parte das abelhas, quer da aplicagédo de
tratamento varroicida (Loftus et al. 2016).

Atualmente em Portugal existem 18 medicamentos veterinarios homologados
destinados ao controlo da varroose, dos quais cinco sdo acaricidas de sintese, cujas
substancias ativas sao moléculas quimicas sintéticas, nao existentes na natureza, e os
restantes treze s&o acaricidas naturais, cujas substancias ativas sdo moléculas
quimicas existentes na natureza. Os acaricidas de sintese autorizados sao trés
substancias ativas -Amitraz, -Flumetrina, -Tau-fluvalinato. Os acaricidas naturais
utilizados sdo o Acido oxalico, Acido férmico, Timol, Oleo de eucalipto, Canfora
racémica e Levomentol (DGAV 2019).

Dado o clima temperado de Portugal e considerando o ciclo de vida de
V.destructor obtém-se uma conjugagéao perfeita para o desenvolvimento deste acaro.
Perante isto, trabalhando em regime profissional de modo a que este seja
economicamente sustentavel, é praticamente impossivel o controlo de V. destructor
apenas com métodos biotecnoldgicos, tornando-se indispensavel o tratamento de
colénias com acaricidas. Para além de necessario e economicamente rentavel, em
Portugal, é obrigatoria a utilizagdo de acaricidas duas vezes por ano em cada colmeia
(Ministério da Agricultura Floresta e do Desenvolvimento Rural 2016).

Por mais eficazes que sejam os métodos biotecnolégicos, na verdade nao
reduzem suficientemente as taxas de infestagao requerendo a sua execug¢ao demasiado
tempo e trabalho. Por outro lado, o uso de acaricidas muitas vezes também ¢ ineficaz
devido a sua utilizacao incorreta e a existéncia de individuos de V.destructor resistentes

a substancia ativa aplicado (Relva 2010).

2.1.7. Aplicacido dos Métodos de Controlo

Para se obter um tratamento efetivo contra a varroose numa colénia é
fundamental conhecer a biologia, o ciclo de vida e a morfologia da varroa bem como da
abelha, é preciso monitorizar a taxa de infestagdo e o estado evolutivo da colénia e é
imprescindivel relacionar estes fatores com as condicbes ambientais/estacao do ano e
com o tipo de tratamento a utilizar (Paxton et al. 2007).

O tratamento quando efetuado deve de ser aplicado no mesmo dia a todas as
colonias do apiario e se possivel, todos os apicultores da regido deveriam proceder de
igual forma na mesma altura. Esta agéo evitaria a existéncia de apiarios com elevadas
taxas de V. destructor , entre outros com baixas taxas, impedido a rapida reinfestagao
dos ultimos e a reducgao do efeito do tratamento (Ministério da Agricultura Floresta e do

Desenvolvimento Rural 2016).
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Em Portugal, ao ser obrigatorio o uso de acaricidas duas vezes por ano, o
tratamento devera ser aplicado de modo a que tenha maior eficacia possivel. E
praticamente impossivel calendarizar com exatidao, no entanto, as duas épocas do ano
apicola em que, tendo em conta as taxas de infestacdo, a aplicacdo de acaricidas
devera ocorrer sao inverno/ inicio de primavera e verao/ pos-cresta (Murilhas e Casaca
2004).

O tratamento de inverno/ inicio de primavera devera corresponder a uma fase de
inicio do ano apicola em que o enxame estd num estado de laténcia, pois &,
normalmente, a altura mais fria do ano, na qual existe menos alimento, a colmeia tem
menos abelhas adultas e poucos ou nenhuns quadros de criagao, o que faz com que a
populacao de varroas esteja concentrada nestes ou apenas em estado forético. Estas
caracteristicas, conjugadas com as especificidades do ciclo de vida de V. destructor,
cujas taxas de reproducdo sdo mais baixas com estas condi¢des, torna este momento
o ideal para um tratamento acaricida & base de Timol, Acido oxalico, Acido férmico,
Amitraz ou Flumetrina (Honey Bee Health Coalition 2015; DGAV 2016).

Para além dos fatores acima apresentados, é necessario ter em consideragao
que, num curto periodo apos esta fase, a coldnia vai comegar a evoluir ao chegar a
primavera, aumentando a quantidade de criacdo e numero de abelhas. Como o
crescimento das varroas acompanha o da colénia é fundamental que nesta fase o seu
numero seja o menor possivel, causando deste modo menos impacto na colénia durante
toda a primavera e inicio de verao, época de maior produtividade da colmeia (Murilhas
e Casaca 2004).

O verao / poés-cresta normalmente corresponde a altura do ano em que a
temperatura é elevada, ha escassez de agua e por sua vez uma grande reducio no
fluxo de néctar (Sousa Neves 2006). A colmeia encontra-se no fim da época de maior
producao e vai entrar num periodo de escassez. Tal conduz a redugao da populacao de
abelhas e da area de criagcdo, concentrando-se a populagdo de V. destructor nos
alvéolos existentes, podendo, como consequéncia, aumentar drasticamente as taxas de
infestagdo. O tratamento nesta altura, se as taxas de infestagdo o justificarem, é
importante pois muitas colénias morrem neste periodo devido ao aumento do numero
de V. destructor por alvéolos por diminuicido do numero destes, levando rapidamente ao
colapso da coldnia. O tratamento nesta fase pode ser realizado com qualquer produto
exceto: Timol, acido oxalico e acido férmico pois a sua dispersao ocorre por evaporagao
0 que nesta altura, devido as elevadas temperaturas, seria muito rapida, podendo ter
efeitos nefastos para a colénia, como o abandono da coldnia pelas abelhas ou morte de
abelhas rainhas. A reducao da taxa de infestagdo neste periodo permite a colénia entrar

no outono/ inverno com uma populagao boa e saudavel, preparada para produzir com
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as floragdes da altura (Murilhas e Casaca 2004; Honey Bee Health Coalition 2015;
DGAV 2016).

Os métodos de controlo biotecnoldgico devem de ser feitos ao longo de todo o
ano sempre de acordo com o estado da coldnia, ndo causando impactos negativos a
mesma pelo maneio excessivo e reduzindo a evolugao do parasitismo em épocas que
nao se pode usar acaricidas, como por exemplo na época produtiva (Honey Bee Health
Coalition 2015).

Como tal, o método da remocéao da criacao de zangao deve de ser feita em plena
época produtiva, principalmente na primavera, mas também podera ser no outono se as
condigbes o permitirem (Relva 2010).

O método de interrupgao da criacdo pode ser executado aquando da divisdo do
enxame ou no processo de renovacao de rainhas, e como tal deve de ser feito no inicio
da época produtiva, e se possivel combinado com a aplicagéo do acaricida, aumentando
a eficacia de ambos. Para esta agao, o fim do inverno/ inicio da primavera e o fim do
verdo/outono sao as épocas preferenciais (Pascoal 2012).

A renovagéao de ceras deve ser efetuada gradualmente ao longo de todo o ano
exceto nas alturas de laténcia ou de caréncia de alimento (FNAP 2017). O uso de
estrados sanitarios é feito durante todo o ano devendo serem limpos 3 a 4 vezes por
ano (CAP — Departamento Técnico 2007).

Os acaricidas devem ser variados, pois caso se use sempre 0 mesmo, o apicultor
estara a fazer uma selecao de V. destructor resistente ao produto que constantemente
utiliza levando a sua ineficacia. Para além dos prejuizos nas colmeias, devido a
ineficacia de tratamento, a existéncia de acaros resistentes € um problema global, que
levara eventualmente a criagdo de varroas multirresistentes, que proliferardo sem que
haja acaricidas capazes de as controlar, aumentando ainda mais o impacto da varroose
(Murilhas e Casaca 2004).

2.2. Nosemose

2.2.1. Agente etiologico e distribuigdo geografica

A nosemose é uma doencga que afeta as abelhas adultas, sendo causada por um
fungo unicelular que pertence a classe Microsporidia, familia Nosematidae, género
Nosema, espécies Nosema apis e Nosema cerana (Anggraini and Oliver 2015).
A infecao causada por Nosema apis em Apis mellifera europeias adultas é conhecida
ha mais de cem anos, tendo sido descrita, pela primeira vez, em 1909 por Zander.
(Mariano et al. 2010)

No ano de 2005 foi, pela primeira vez, detetado Nosema cerana em Apis

mellifera. Até esta data esta espécie de fungo apenas tinha sido descrita em abelhas
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meliferas asiaticas (Apis cerana) (Goblirsch 2018). No entanto, no inicio do século XXI,
o fungo difundiu-se por praticamente toda a Europa (Espanha, Franca, Alemanha,
Suica, Dinamarca, Finlandia, Grécia, Hungria, Holanda, Reino Unido, Italia e Poldnia),
atacando fortemente a abelha europeia. Em 2010 ja se encontrava em praticamente
todos os paises europeus incluindo Portugal (Mariano et al. 2010).

2.2.2. Biologia e Ciclo de Vida

O fungo Nosema infeta apenas abelhas adultas e ocorre quando estas ingerem
esporos provenientes de dejetos de abelhas infetadas (CAP — Departamento Técnico
2007).

Apoés a ingestdo, quando os esporos chegam ao intestino médio, injetam o
material genético infecioso no interior das células. multiplicam-se, aproximadamente
durante 9 dias, causando o colapso celular e libertacdo de novos esporos novamente
para o intestino. Estes esporos s&o posteriormente excretados pelas abelhas,
reiniciando-se o ciclo (Oliver 2007)

A Nosemose tem diferentes comportamentos em coldnias infetadas durante o
ano, dependendo das condi¢des climaticas, da percentagem de abelhas atingidas pela
doenca e da resposta que cada coldnia possui contra o parasitismo (Paxton et al. 2007).
A infecao por N. apis tem uma prevaléncia superior em climas frios e humidos e durante
o inverno e inicio de primavera. Ja a infecdo por N. cerana € menos influenciada pelo
clima tendo uma incidéncia mais constante entre climas e épocas do ano, um dos fatores
que aumenta a sua patogenicidade para a espécie parasitada (Mohammadian et al.
2018).

2.2.3. Patogenicidade e Sinais Clinicos

A patogenicidade e sinais clinicos resultantes da infe¢ao por N. apis e N. cerana
sao distintos. Na infegdo por N. apis os sinais clinicos sao bastante evidentes, enquanto
que em N. cerana sao consideravelmente inaparentes até que exista um nivel de
infestagdo bastante elevado (Oliver 2019). O parasitismo por N. ceranae venceu o
parasitismo por N. apis, sendo atualmente o agente responsavel pela grande maioria
dos casos de nosemose (Burnham 2019).

A espécie N. ceranae afeta as colmeias quer ao nivel da colénia quer ao nivel
das abelhas. As abelhas doentes revelam deficiéncias na digestdo e na absorgao de
nutrientes, resultando num subdesenvolvimento das glandulas hipo-faringeas, que
conduz a um decréscimo na quantidade e qualidade da geleia-real produzida, afetando,
consequentemente, a dindmica proteica em toda a coldnia. Esta deficiéncia na nutricao
influencia ainda a capacidade de coleta de mel e pdlen das abelhas e a sua capacidade
de orientacao. Neste contexto, para além de reduzirem a sua atividade ainda conduzem

a muitas derivas de abelhas, com a consequente dispersdo da doenga e aumento da

21



taxa de mortalidade destes insetos. Com a presencga desta infegdo no organismo, a
abelha revela sinais de stress, resultando num decréscimo na resposta imunitaria e no
comportamento higiénico, facilitando a entrada de virus e de outros agentes patogénicos
na colmeia. Todos estes fatores conjugados causam um grande impacto na coldnia.
Quando existe uma grande percentagem de abelhas afetadas na coldnia, esta entra em
colapso porque nao existe um numero suficiente de abelhas saudaveis para a manter
em funcionamento, acabando muitas vezes na sua morte (Oliver 2019).

2.2.4. Diagnéstico

O diagnostico de Nosemose pode ser feito pelo apicultor quando este avalia a
coldnia, no entanto, este método é muito falivel, sendo que para se efetuar um correto
diagnéstico da doenca € necessario recorrer a técnicas laboratoriais.

Para tal, o técnico apicola deve colher algumas abelhas campeiras (60 a 120
abelhas) a entrada da colmeia de forma a colher apenas abelhas adultas nas quais ha
maior probabilidade de encontrar doenga. Em laboratério, deve-se macerar o abdomen
das abelhas colhidas, com recurso a um almofariz e a agua destilada, de forma a obter-
se uma mistura que contenha o seu conteudo intestinal. Posteriormente coloca-se uma
gota da mistura obtida entre Iamina e lamela, observando-se os esporos de Nosema
spp. ao microscopio 6tico com uma ampliagao de 100x. Para se realizar uma contagem
efetiva dos esporos deve-se utilizar uma camara de Neubauer (Fries et al. 2013).

2.2.5. Métodos de controlo

Na nosemose, bem como noutras doencgas das abelhas, o principal método de
controlo baseia-se na prevengao. O tratamento mais efetivo é através do uso de
antibiéticos, no entanto, em toda a Europa € completamente proibido (Mariano et al.
2010).

No maneio profilatico das colmeias o apicultor deve entdo adotar medidas como:
- Escolha dos locais dos apiarios, evitando zonas excessivamente humidas ou
sombreadas;

- Estimulagao das coldnias mais fracas, com alimentagao energética e proteica, antes
da entrada no inverno;

- Renovagao periddica de quadros com ceras velhas substituindo-os por quadros de
cera laminada, reduzindo-se a possivel existéncia de esporos, estimulando a colénia e
aumentando a area util de criagao;

- Substituicdo de rainhas velhas ou de ma qualidade por rainhas jovens, com postura
vigorosa e de elevado comportamento higiénico (CAP — Departamento Técnico 2007;
Mariano et al. 2010).

22



Como métodos de combate a nosemose em colmeias doentes o apicultor pode
fornecer suplementos naturais probiéticos e extratos de plantas que tenham o potencial

de reduzir gradualmente a percentagem de esporos nas abelhas (Mariano et al. 2010).

2.3. Ascosferiose

2.3.1. Agente etioldgico e distribuicdo geografica

A ascosferiose € uma doenga de origem fungica, provocada pelo fungo
Ascosphaera apis, afetando Apis mellifera exclusivamente durante o estado larvar inicial
(Aronstein and Murray 2010).

Foi identificada pela primeira vez em 1970 nos Estados Unidos da América e
México (CAP — Departamento Técnico 2007). Atualmente € uma doenga que esta
presente em todos os paises europeus, sendo considerada endémica em Portugal
(DGAV-Divisao de Epidemiologia e Saude Animal 2018).

2.3.2. Biologia e ciclo de Vida

O fungo Ascosphera apis prolifera nas colonias devido a producao de esporos.
Estes esporos podem-se manter viaveis nas ceras até 15 anos, o que, caso nao haja
um bom maneiro das coldnias evitando contaminagdes, podera ser um grave problema
numa exploragao apicola. A infeg¢ao inicia-se ao 3° ou 4° dias de vida das larvas, quando
estas ingerem os esporos do fungo conjuntamente com a alimentagao fornecida pelas
obreiras. Apds a ingestao, os esporos germinam no interior do intestino das larvas logo
apos a operculagéo dos alvéolos, resultando na sua morte e mumificagdo (CAP —
Departamento Técnico 2007).

2.3.3. Patogenicidade e Sinais Clinicos

Apbés a infegdo e mumificagdo das larvas observam-se dois tipos de
desenvolvimento: a) usando a infecdo é feita por micélios de um sé sexo as larvas
mumificadas sdo de cor branca (cria giz); b) quando existe a infe¢do e reproducéo do
fungo no alvéolo da larva e havendo a formacgéo de ascoscistos, verifica-se presenca
de larvas mumificadas negras (Pascoal 2012).

Quando uma colodnia esta infetada com ascosferiose podem-se observar no
chao, a frente da colmeia e no patim de entrada, varias larvas mumificadas. Ao abrir a
colmeia e inspecionar os quadros de criagdo, sdo facilmente visiveis varias larvas
desfeitas, decapitadas dentro dos alvéolos em variados locais da colmeia (Aronstein
and Murray 2010).

Com a evolugao da doenga surge uma colmeia fraca, debilitada e que, mesmo
com boas condicdes de entrada de pélen e néctar, ndo evolui, podendo mesmo resultar

na morte da colénia (CAP — Departamento Técnico 2007).
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2.3.4. Métodos de Controlo

O principal método de controlo desta doenca baseia-se na prevencao da
propagacao de esporos de coldnias infetadas para coldnias saudaveis, sendo o apicultor
o elo de maior importancia neste processo. Grande parte das infecbes por A. apis é
causada por acdo humana resultante de mas praticas de higiene no maneio das
colmeias. Apenas uma pequena parte da propagacao da doenca é feita pelas abelhas
e zangdaos que derivam naturalmente entre colmeias (Pascoal 2012). No entanto, devem
ser retiradas todas as colmeias que demonstrem doenga para um outro apiario - um
apiario de quarentena - separando assim as colmeias doentes das saudaveis
minimizando muito a probabilidade de disperséo da doenga (Flores et al. 2000).

A ascosferiose € uma doenga que se manifesta principalmente em épocas com
alguma humidade como a primavera e o outono. Um maneio inadequado e colonias
enfraquecidas, séo dois fatores muito importantes no desenvolvimento e agravamento
da doenca. Para que tal ndo acontega, o apicultor deve manter as suas coldnias
controladas, fortes e livres de outras doengas, como a varroose. Nas colmeias doentes
deve-se tentar eliminar ao maximo todo o material infetante, devem ser retirados das
colmeias os quadros com criacao afetada e destrui-los o mais rapidamente possivel
para que nao haja dispersao de esporos (CAP — Departamento Técnico 2007).

Com afinalidade de manter as coldnias fortes e saudaveis, o apicultor pode fazer
uma troca de rainhas, retirando a rainha velha e introduzindo uma nova rainha, de
preferéncia selecionada, da qual se espere um comportamento higiénico e vigor
produtivo elevados. A alimentagdo estimulante das coldnias, com alimento liquido
energético e alimento proteico, também é uma agao importante, aumentado o niumero
de abelhas saudaveis e reduzindo o stress da colmeia (Flores et al. 2000; Aronstein and
Murray 2010).

2.4. Senotainiose

2.4.1. Agente etiologico e distribuigdo geografica

O parasitismo de Apis mellifera por dipteros é ja ha muito conhecido um pouco
por todo o mundo. A espécie responsavel por este parasitismo varia consoante a sua
localizacdo geografica. A espécie Senotainia tricuspis, pertencente a familia
Sarcophagidae, é o agente responsavel pela senotainiose, podendo ser encontrada na
Europa, Tunisia e Norte de Africa (Orantes Bermejo et al. 1996; Pires, S.M.A., Cadavez,
V., Valério 2011).
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2.4.2. Biologia e ciclo de Vida

A espécie S. fricuspis € um endoparasita da abelha europeia, provocando
miiases que podem ser completamente insignificantes ou, pelo contrario, podem ser
bastante graves. Este parasitismo ocorre predominantemente em climas quentes e
soalheiros, estando bastante difundido pelos paises mediterraneos, quase
exclusivamente durante o més de setembro. O parasitismo da abelha ocorre quando a
fémea de S. fripuspis ataca a abelha adulta, assim que esta inicia o voo a partir da
colmeia, depositando no seu térax uma ou duas larvas. Estas larvas iniciam ai o
parasitismo, penetrando através da fina membrana existente entre a cabeca e o torax,
alojando-se nos musculos toracicos. Depois de instalada no interior do térax a larva
muda para o segundo estado larvar, no qual permanece até a morte da abelha. Nessa
altura, a larva continua a alimentar-se dos musculos toracicos, muda para o terceiro
estado larvar e, finalmente, abandona o hospedeiro, enterrando-se no chio. Passados
7 a 12 dias eclode como adulto (Hamida 1999).

2.4.3. Métodos de Controlo

Os métodos de controlo para esta doenca baseiam-se na reducao do numero de
S. tricuspis adultas, sendo eles a colocacdo de armadilhas, em garrafas com atrativo
liquido ou através de inseto coladores nos telhados das colmeias, e pela cobertura do
chao imediatamente a frente da entrada das colmeias, de forma a impedir que as larvas

de Senotainia se enterrem, interrompendo assim o seu ciclo de vida (Silva 2011).

2.5. Loque Americana

2.5.1. Agente etiologico e distribuigdo geografica

A Loque americana é a doenga mais destrutiva para uma colénia de A. mellifera.
E provocada pela bactéria gram positiva Paenibacillus larvae (Garcdo 2010).
Ao contrario do que o seu nome indica, a loque americana ndo esta limitada ao
continente norte americano, € uma das doengca com uma dispersao a nivel mundial
(Hansen and Bradsgaard 2001; Chemurot et al. 2016).

2.5.2. Biologia e ciclo de vida

Esta doenca afeta exclusivamente a criagéo das coldnias de A. mellifera em duas
fases: a fase vegetativa e a fase de esporos, sendo que apenas possui potencial de
contagio para as abelhas na fase de esporos. Estes esporos sao altamente contagiosos
e resistentes ao calor extremo, frio e compostos quimicos, podendo ficar viaveis nos
favos de cera, no mel e nos utensilios apicolas até 35 anos, havendo por consequéncia
bastantes reinfegbes. A infegdo da abelha da-se quando esta ingere esporos que estao

presentes no mel ou ceras, durante comportamentos de pilhagem, e também nos
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esporos presentes nas larvas mortas ja infetadas, durante o comportamento de limpeza
da coldnia. Quando a abelha é infetada comporta-se apenas como portadora das
bactérias que irdo infetar uma nova larva aquando da alimentacgio. As larvas ja mortas
possuem milhdes de esporos de loque, tornando praticamente impossivel eliminar com
sucesso 0s esporos do interior da colmeia. Através da trofilaxia (comportamento de troca
e desidratagao de néctar entre abelhas) as abelhas infetadas também disseminacao os
esporos por todas as abelhas da colmeia (Gar¢ao 2010; Pascoal 2012).

2.5.3. Patogenia e Sinais Clinicos

Os sinais clinicos da loque americana sao muitas vezes negligenciados, no
entanto, para um apicultor atento e informado, sdo muito claros. Uma colonia afetada
com loque demostra:
- Cheiro caracteristico, proveniente da morte e putrefagdo das larvas;
- Quadros de criagao com larvas mortas liquefeitas de cor acastanhada;
- Criacao bastante dispersa pelos quadros, com um padrao rendilhado, como resultado
da remocao, por parte das abelhas, das larvas mortas;
- Alvéolos com o opérculo deprimido e colapsado.
No campo, como método de confirmagao da doenga, o apicultor pode perfurar varios
alvéolos, esmagando as larvas e observando o liquido que se forma neste procedimento
(Figura 9). Se o liquido obtido tiver coloragdo castanha e uma consisténcia pastosa,
formando um filamento é sinal de loque (CAP — Departamento Técnico 2007; Genersch
2010).

Figura 9: Filamento (larva filante) — sinal
de loque americana (adaptado de
mieldemalaga.com/enfermedades/loque
_americana.html)
2.5.4. Diagnostico e tratamento
Quando ha suspeita de loque o apicultor deve consultar o técnico apicola da sua
associagao ou cooperativa de apicultores ou contactar os servicos de sanidade apicola
e colher uma amostra de favo e enviar para um laboratério de referéncia para efetuar a
confirmagao laboratorial. A loque americana em Portugal € uma doenca de declaracao

obrigatéria (DGAV 2020).
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Quando o diagnoéstico de loque € positivo o apicultor deve de atuar muito
rapidamente para evitar que a doenga se propague por outras colmeias do apiario.
Durante a noite, quando todas as abelhas se encontram dentro da colmeia, o apicultor
deve fechar a colmeia de forma a que nenhuma escape e deve destruir, por meio de
incineracdo, toda a coldnia. E de extrema importancia desinfetar cuidadosamente todo
0 material apicola que contactou com a colénia infetada (CAP — Departamento Técnico
2007; Pascoal 2012).
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Parte Ill — Estudo Sanitario de um Apiario da Regido Centro Portugal —

identificacdo, monotorizagao e controlo dos principais agentes etiolégicos.

1. Objetivos

a) Realizacdo de 3 estudos sanitarios num apiario da regido Centro de Portugal -
no outono de 2017 (més de outubro), no inverno de 2018 (més de janeiro) e na
primavera de 2018 (més de maio), em 20 colmeias, para detegéo de agentes
patogénicos em Apis mellifera iberiensis.

b) Apods a realizagao das colheitas do 2° estudo sanitario, proceder a aplicagao de
4 acaricidas contra varroa: a) Apivar® (amitraz 15g por tira); b) Thymovar® (6leo
essencial de timol 15g impregnado em placas de celulose); ¢) Apiguard® (Timol
25% plp por 50 g de gel aquoso de libertagdo prolongada); d) Apilife-Var®
(mistura de dOleos essenciais de timol 8,00g, 6leo de eucalipto 1,72g, canfora
racémica 0,39g, levomentol 0,39g em tiras impregnadas) e posterior
comparacgao dos resultados obtidos.

c) Monitorizagao das doengas existentes no apiario no periodo em estudo.

2. Materiais e Métodos
2.1. Descricdo do apiario em estudo
Para a realizagdo deste estudo
foram usadas 20 colénias de um apiario
da Regiao Centro de Portugal, situado
em Sao Pedro de Tomar, concelho de
Tomar, distrito de Santarém (Figura 10).
A floragao presente nesta regido

proporciona duas épocas de producgao,

sendo uma no final do inverno e a outra Figura 10: Vista de satélite do apiario (adaptado de
googlemaps.com)

na primavera. A floracdo de inverno é composta por uma flora variada contendo

eucalipto, urze, medronheiro e algumas ervas daninhas como saramagos, grisandra e
azedas. A floragdo de primavera é ainda mais variada, predominando o rosmaninho, a
esteva, o tojo e a soagem, e uma grande abundancia de ervas daninhas como

saramagos, grisandra e erva-azeda constituindo a floragdo secundaria (Tabela1).
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Tabela 1: Principais espécies de plantas presentes na area envolvente ao apiario em estudo
(adaptado de jb.utad.pt).

Florag&o de Inverno

ks

Eucalipto - Eucalyptus globulus V. v & ¥ Rosmaninho - Lavandula stoechas &

Urze - Calluna vulgaris

Medronheiro-Arbutus unedo
Esteva - Cistus ladanifer

Grisandra - Diplotaxis catholica

Azedas - Oxalis pes-caprae

Sara maqos - R: phanus raphanistrum

L i

No que se refere a localizagdo e ao enquadramento do apiario em estudo o
mesmo encontra-se situado numa meia encosta, direcionado para sul e abrigado de
ventos norte/noroeste. O local € pouco humido, com caracteristicas de clima
mediterraneo e com facil acesso a agua.

Relativamente a presenga de outros animais inimigos das abelhas, incluindo
insetos, observam-se ratos, que tentam entrar para as colénias na época mais fria, e
também formigas, vespas germanicas, vespas asiaticas, Galleria mellonella (traca da
cera) e Oplostomus fuligineus (besouros de grandes dimensdes que se alimentam de
mel e cera) durante as épocas mais quentes.

2.2. Critério de selecao das colmeias

As coldnias que integraram o estudo foram selecionadas tendo em conta o seu
historial e estado produtivo a data de inicio do estudo:

- Todas as colmeias em estudo foram criadas no mesmo dia, 22 de abril de 2017,
por meio de desdobramento (retirada de 3 quadros de criagao e 1 quadro de reservas
de colmeias saudaveis prontas a produzir). Passados 3 dias foram introduzidas rainhas
virgens, provenientes de uma colmeia com elevada produtividade e comportamento
higiénico, iniciando a postura e o posterior desenvolvimento da colénia ao fim de 21
dias. Os restantes quadros que compdem a colmeia foram introduzidos com cera

laminada;
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- Todas as 20 colénias descendiam da mesma col6nia-mae, ou seja, todas as
rainhas eram irmas de mae, reduzindo a probabilidade de existéncia de erros
associados a variabilidade genética, no entanto, este erro ndo é completamente
eliminado pois a fecundagao das rainhas foi feita naturalmente por varios zangaos de
origem desconhecida;

- Todas as 20 colénias em estudo estavam num estado evolutivo e produtivo
semelhante, contendo entre 2 a 4 quadros com criagdo 2 a 3 quadros com mel e uma
populagao de abelhas suficiente para o bom funcionamento da colénia. O niumero de
quadros com criagado, mel e a quantidade aparente de abelhas foram os critérios usados
na classificacdo do estado evolutivo e produtivo das coldnias;

- Em todas as coldnias selecionadas para o estudo foi feita uma aplicagdo de um
método de controlo de varroose no final da cresta com amitraz 15g por tira (Apivar®), a
05 de agosto de 2017.

2.3. Estudo Sanitario

Os estudos sanitarios foram efetuados em 3 periodos distintos do ciclo produtivo
das coldnias de forma a avaliar a evolugao dos agentes patogénicos. O primeiro estudo
foi realizado no outono, a 10 de outubro de 2017, o segundo no fim do inverno, a 26 de
janeiro de 2018, e o terceiro no fim da primavera, a 02 de maio de 2018.

A realizacdo dos estudos sanitarios dividiu-se em duas partes, tendo a primeira
sido realizada em campo, onde foram colhidas amostras de favos de criacdo e abelhas
das colonias, e a segunda no laboratério do Posto Apicola Nacional do INIAV, na
Tapada da Ajuda, onde foi feito o diagndstico dos agentes patogénicos existentes nas
amostras colhidas e a quantificagdo das percentagens de infestagao.

2.3.1. Metodologia utilizada na recolha no campo:

- Abelhas adultas: Retirou-se lentamente um quadro contendo criagdo em todos
os estados larvares, do centro do ninho da colmeia (local onde se encontram uma maior
diversidade de abelhas, desde as nutrizes recém-nascidas até a abelhas campeiras

recém-chegadas, obtendo uma amostragem mais representativa da realidade da

colmeia), e com um unico movimento forte e
rapido, sacudiu-se o quadro cheio de abelhas
para o interior de uma tampa de colmeia.
Quando a tampa estava coberta de abelhas,
com suaves pancadas na parede lateral,
juntaram-se todas as abelhas numa mesma

area, e com o auxilio de um copo de plastico

Figura 11: Amostras de abelhas e favo de
criagdo (fotografia do autor) recolheu-se uma amostra contendo em média
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150 abelhas (Figura 11). As amostras apds terem sido colhidas foram congeladas -20°C
0 mais rapidamente possivel.

- Favos com criagao: Apds se terem sacudido todas as abelhas do quadro acima
descrito, com o auxilio de uma faca, cortou-se um quadrado de 12x12 cm contendo
cerca de 150-350 alvéolos operculados. A amostra colhida foi colocada em caixas de
cartdo proprias para a finalidade e congelada a temperatura de -20°C (Figura 11).

2.3.2. Analise laboratorial das amostras colhidas:

Em laboratério foram feitos testes especificos para a pesquisa de cada agente
patogénico. Os agentes etiologicos pesquisados foram os causadores de Varroose,
Nosemose, Ascosferiose, Senotainiose e Loque Americana.

2.3.2.1. Pesquisa de V. destructor

A pesquisa de varroa foi feita quer nas amostras de abelhas quer nas de favos de
criagéo:

a) Pesquisa de V. destructor em abelhas:

Retiraram-se os copos de plastico do congelador e retiraram-se as abelhas do seu
interior o0 mais rapidamente possivel para evitar o descongelamento. Confirmar se nao
ficou nenhuma varroa colada as paredes do copo.

Colocaram-se todas as abelhas numa superficie T et
lisa para efetuar a contagem exata destes insetos.
Apobs a contagem, todas as abelhas foram colocadas

num frasco de vidro, ao qual se adicionou alcool

etilico a 96% até submergir todos os individuos

(Figura 12). De seguida, agitou-se o frasco Figura 12: Aspeto da lavagem de
abelhas para pesquisa de V.

vigorosamente durante cerca de 30 segundos para destructor (fotografia do autor)

que as varroas se soltassem das abelhas por acao

mecanica.

Com afinalidade de separar as varroas das abelhas usou-se um conjunto de 2 filtros,
tendo primeiro sido utilizado para promover a separacao das abelhas das varroas e do
alcool etilico e o segundo para permitir separar as varroas do alcool. Depois de vertido
o conteudo do frasco para o sistema de filtros as abelhas s&o lavadas com agua corrente
a fim de minimizar a possibilidade de ainda haver varroas fixadas as abelhas.

Por fim, todas as varroas retidas no segundo filtro foram contadas e registou-se o
seu numero.

b) Pesquisa de V. destructor em favo de criagao:

Retirou-se a amostra de favo contendo a criacdo da arca congeladora e contou-se
rapidamente o numero de células operculadas. Assim que se finalizou a contagem,

iniciou-se o mais rapidamente possivel a desoperculagao dos alvéolos antes da amostra
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descongelar (enquanto a amostra esta congelada o manuseamento e corte da mesma

torna-se consideravelmente mais facil e rapido).

Quando todas as células estavam desoperculadas (Figura 13) iniciou-se a retirada

das larvas do interior dos alvéolos. Este
processo foi feito com recurso a forca mecanica
da agua corrente sobre as larvas, retirando-as
do interior dos alvéolos. Assim que se inicia este
passo € necessario ter previamente preparado o
sistema de dois filtros, acima referido, de forma
a que as larvas e as varroas assim que sejam
removidas dos alvéolos caiam diretamente sobre
estes, evitando que haja material de estudo
desperdicado e a existéncia de erros de

contagem. Os filtros permitem a separagao das

Figura 13: Amostra de favo de criagao
desoperculado para pesquisa de V.
destructor. (fotografia do autor)

varroas das larvas e a sua posterior contagem e registo do numero de acaros.

2.3.2.2. Pesquisa de N. ceranae

Da amostra inicial de abelhas, antes da pesquisa de V. destructor, foram

separadas 60 abelhas para se proceder ao diagndstico de agentes etiolégicos de

Nosemose e Senotainiose. As abelhas, ainda congeladas, foram dissecadas de forma

a separar o abdéomen do resto do corpo, preservando o torax intacto para a pesquisa de

larvas de Senotainia.

Apoés separagcdo dos abddmens das abelhas
estes foram colocados num almofariz, juntamente com
45 ml de agua e com um pildo promove-se a
maceragdo da amostra (Figura 14). A amostra bem
macerada apresenta-se como uma mistura de cor
amarelada da qual se retira uma gota, que € colocada

entre lamina e lamela para observagao ao microscopio

otico, com uma ampliagdo de 400x.

2.3.2.3. Pesquisa de S. tricuspis

Figura 14: Maceragao de abdoémens de
A. mellifera para pesquisa de agentes
de Nosemose (fotografia do autor)

A pesquisa de larvas de S. tricuspis foi feita através da observacdao ao

microscopio 6tico das fibras musculares do térax da abelha.

Para a preparagdo da amostra fixou-se uma abelha sobre uma cortica em decubito

dorsal. Com uma lamina de bisturi, retirou-se a cabeca da abelha e cortou-se uma fatia

de toérax que se colocou em acido lactico numa placa de Petri, com 6cm de diametro,
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durante pelo menos 12h. A parte restante da abelha foi colocada em outra placa de
Petri, para posterior esmagamento.

Apods 12h em acido lactico, retirou-se a fatia de
térax e colocou-se sobre papel absorvente e deixou-
se a repousar cerca de 5 minutos para que a maior
parte do acido lactico fosse absorvida. De seguida
procedeu-se ao esmagamento da fatia de térax entre
duas laminas e fixaram-se os bordos das mesmas

com fita-cola (Figura 15). Por fim procedeu-se a

observagao ao microscoépio 6tico, em objetivas de 4x

Figura 15: Laminas contendo térax
e/ou 10x esmagados de A. mellifera para
' pesquisa de S. tricuspis. (fotografia do

2.3.2.4. Pesquisa de Ascosphaera apis  autor)

A pesquisa de agentes de ascosferiose foi realizada em dois momentos: a) No
momento da visita ao apiario, durante a colheita de amostras das colmeias, as rampas
de voo e o chao imediatamente a frente das colmeias foram inspecionados para a
procura de larvas giz (sinal caracteristico da presenga da doenga), registando-se
quando se havia observado alguma evidéncia de doencga, e b) em laboratério. Sendo
esta uma doenga que afeta exclusivamente a criagdo, a pesquisa deste agente
patogénico foi feita apenas nas amostras de favo de criacao.

Assim que a amostra de favo é retirada da arca congeladora e imediatamente
antes da sua desoperculagéo para a contagem de varroas, ¢é feita uma analise visual a
amostra em que se procura evidéncias da existéncia de larvas mumificadas e/ou negras
ou decapitadas, registando-se o resultado da pesquisa.

2.3.2.5. Pesquisa de Paenibacillus larvae

A pesquisa de Loque americana é realizada em laboratorio com recurso a visao
e olfato. Sendo uma patologia que afeta exclusivamente a criagao da coldnia, a pesquisa
da mesma é feita apenas nas amostras de favo de criagao.

Apods a desoperculagdo das células das amostras de favo de criagdo para
pesquisa de V. destructor e antes de iniciar a lavagem da mesma, realiza-se uma
verificagdo de existéncia de sinais da doenca. Sao procurados sinais como o cheiro
caracteristico e larvas putrefactas, de coloragao acastanhada que quando perfuradas
formam um filamento filante castanho. Apds esta observagao, é registado o resultado

da mesma.

33



24. Aplicacdo de 4 medicamentos utilizados como métodos de
controlo da varroose

Sabendo que a varroose € uma constante na zona em estudo, e de forma a
extrair mais informacdes e obter estudos mais completos sobre a evolugao da doenca
e as suas formas de controlo, foi aplicado, entre o segundo e o terceiro estudos
sanitarios, no dia 28 de marco de 2018, um tratamento de controlo de varroa com a
finalidade de comparar a eficacia de quatro medicamentos veterinarios diferentes,
contendo com substancias ativas o amitraz e o timol com a seguinte composicao:

-Amitraz a 12,5% em tiras (Apivar®);

-Timol 15g em placas de celulose (Thymovar®);

-Timol a 25% p/p por 50 g de gel aquoso de libertagao prolongada (Apiguard®);

-Mistura de 6leos essenciais de timol 8,00g, 6leo de eucalipto 1,72g, canfora
racémica 0,39¢g, levomentol 0,39g em tiras impregnadas (Apilife-Var®).

2.4.1. Caracterizagédo dos grupos de colmeias a incluir no ensaio dos 4

medicamentos contra a varroose

Das 20 colmeias em estudo foram definidos 5 grupos contendo cada um 4
colmeias. Quatro desses grupos foram destinados a aplicagdo de métodos de controlo
para posterior comparagdo da eficacia dos produtos utilizados, tendo o 5° grupo
constituido o grupo controlo em que nao foi aplicado qualquer tratamento antiparasitario.

Na criagédo dos grupos em que foi aplicado um método de controlo contra a
varroose baseou-se na percentagem de infestagao por V. destructor e na forga aparente
da colonia (relagdo entre quadros de criagdo, quadros de reservas e quantidade de
abelhas adultas na colonia). Cada grupo foi composto de forma a que houvesse no
maximo 1 colénia mais fraca e que tivesse pelo menos uma colmeia com uma taxa
elevada de infestagao por varroa e uma colmeia com uma baixa taxa de infestacdo. O
grupo controlo foi criado apenas com colmeias que tinham taxa de infestagéo por varroa
inferior a 2% e contendo uma colénia forte e uma coldnia fraca.

Dos grupos de colmeias criados para aplicacdo e comparacao da eficacia dos
métodos de controlo contra a varroose foram:

-Grupo 1 — Colmeias n°1; n°2; n°3; n°5; - Aplicagdo de Apivar®;

- Grupo 2 — Colmeias n° 6; n°7; n°13; n°14; - Aplicagdo de Thymovar®;

- Grupo 3 — Colmeias n°4; n°8; n°9; n°12; - Aplicagao de Api-LifeVar®;

- Grupo 4 — Colmeias n°15; n°17; n°18, n°20; - Aplicacao de Apiguard®.

O grupo 5 (controlo), incluiu as colénias n® 10, n°11, n°® 16, n°19 nas quais nao

foi aplicado nenhum tratamento, e assim servirem de controlo para o ensaio.
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2.4.2. Aplicacdo dos métodos de controlo

A aplicacdo dos métodos de controlo foi feita de acordo com as recomendacgobes

existentes na REM de cada um dos medicamentos.
No grupo 1, para o tratamento com a
substancia ativa amitraz 15g por tira (Apivar®),

foram aplicadas 2 tiras, em cada colmeia. O

tratamento baseou-se numa unica aplicagdo, em

que as tiras foram dispostas verticalmente no

centro do quadro, entre o ultimo e penultimo

quadro de criacdo de ambos os lados do ninho Figura 16:

k)-\plicac}éo ) pivar®

(fotografia do autor)

(Figura 16), permanecendo ativo na colmeia

durante 6 semanas. No final deste periodo as tiras de tratamento foram removidas.

No grupo 2, para o tratamento com a
substancia ativa timol 15g em placas de celulose
(Thymovar®), foi aplicada 1 tira, dividida em 2
metades iguais, sendo estas colocadas na periferia da
zona do ninho com quadros de criagdo (Figura 17).
Este tratamento constou de duas aplicacdes,
espacadas por 21 dias, tendo sido a primeira tira
colocada no inicio do tratamento e a segunda
passados 21 dias.

No grupo 3 foi feito o tratamento com a
mistura de oleos essenciais de timol 8,00g, 6leo de
eucalipto 1,72g, canfora racémica 0,39g, levomentol
0,399 (Api-LifeVar®). Este tratamento consistiu na
aplicagao de 1 tira contendo o medicamento (Figura
18), a cada 7 dias durante 28 dias, perfazendo um
total de 4 aplicagdes. Para a execugao deste
tratamento foi necessario dividir cada tira em 4 partes
iguais, aplicando-as sobre os quadros que delimitam

o ninho de criagéo.
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Figura 18: Aplicagdo de Apilife-Var®
(fotografia do autor)



No grupo 4, o tratamento realizado consistiu na
aplicacao da substancia ativa timol 25% por 50g de gel
aquoso (Apiguard®). Este tratamento consistiu na
introduc&o no centro da colmeia de um recipiente com
50 g de um gel aquoso contendo timol na concentragéo

de 25% (Figura 19) tendo sido efetuadas duas

aplicagdes por colénia, com um intervalo de 14 dias. Figura 19: Aplicagao de Apiguard®

(fotografia do autor)

2.5. Dados meteoroldgicos
As informagbes sobre precipitagao e temperaturas maximas e médias registadas na
area durante o periodo de estudo foram obtidas no site do Instituto Portugués do Mar e

da Atmosfera.

3. Resultados

3.1. Estudos Sanitarios
3.1.1. Primeiro estudo sanitario

3.1.1.1. Parémetros meteorologicos

Nos 3 meses de outono, entre 1 de setembro e 30 de novembro, registaram-se
valores muito baixos de precipitagdo e apenas em 13 dias foram observados valores de
precipitacdo superiores a 1 mm (valor médio diario no continente). Nos dias em que
ocorreu precipitacdo o valor médio do continente foi sempre inferior a 15 mm (IPMA
2017).

O més de outubro foi o0 mais quente dos ultimos 87 anos e o valor médio da
temperatura maxima do ar foi o mais alto desde 1931. Registaram-se valores maximos
(recordes) de temperatura maxima e minima do ar. Ocorreram 2 ondas de calor: de 1 a
16 e de 23 a 30 de outubro, que abrangeram grande parte do territério do continente,
com excec¢ao das regides do litoral. A primeira onda de calor teve uma duragido maxima

de 15/16 dias e esta entre as mais longas para o més de outubro (IPMA 2017).

3.1.1.2.  Agentes patogénicos

Dos cinco agentes pesquisados - V. destructor, Nosema spp, S. tricuspis,
Ascosphaera apis e Paenibacillus larvae- apenas a presencga de V. destructor e S.
tricuspis foi registada.

A pesquisa de V. destructor feita em abelhas adultas resultou em apenas dois

resultados positivos (Colmeias n° 12 e n°19) com taxas de infestagéo inferiores a 1%,
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enquanto que em favos de criagao obtiveram-se 12 resultados positivos (Colmeias n° 1,
n°3, n°4, n°6, n°7, n°12, n°13, n°14, n°15, n°17 e n°20), com uma taxa de infestagao
média de 0,44%, variando entre 0% e 5,88%.

Quanto a pesquisa de S. ftricuspis todas as 20 colmeias em estudo foram
positivas. A percentagem de infestacdo média foi de 12,12%, variando entre valores

minimos de 1,67% e maximos de 41,67% (Tabela 2).

Tabela 2: Agentes etiologicos observados no 1° estudo efetuado no outono (10 de outubro) de 2017
em 20 colmeias

Agentes etiologicos observados

Colmeia n°® V. destructor Nosema spp. S. tricuspis P. larvae A. apis
V. | Abelhas % V. | Alvéolos % Pos/Neg S. | Abelhas % Pos/Neg | Pos/Neg
1 0 174 0,00 5 155 3,23 Neg 6 60 10,00 Neg Neg
2 0 162 0,00 O 167 0,00 Neg 25 60 41,67 Neg Neg
3 0 129 0,00 1 162 0,62 Neg 6 60 10,00 Neg Neg
4 0 103 0,00 4 108 3,70 Neg 4 60 6,67 Neg Neg
5 0 115 0,00 O 174 0,00 Neg 5 60 8,33 Neg Neg
6 0 150 0,00 8 211 3,79 Neg 4 60 6,67 Neg Neg
7 0 116 0,00 6 102 5,88 Neg 4 50 8,00 Neg Neg
8 0 137 0,00 O 168 0,00 Neg 1 60 1,67 Neg Neg
9 0 163 0,00 O 201 0,00 Neg 6 60 10,00 Neg Neg
10 0 139 0,00 O 186 0,00 Neg 16 60 26,67 Neg Neg
11 0 145 0,00 O 221 0,00 Neg 10 60 16,67 Neg Neg
12 1 149 0,67 | 2 104 1,92 Neg 1 60 1,67 Neg Neg
13 0 155 0,00 3 223 1,35 Neg 5 60 8,33 Neg Neg
14 0 138 0,00 3 218 1,38 Neg 3 40 7,50 Neg Neg
15 0 158 0,00 1 257 0,39 Neg 5 58 8,62 Neg Neg
16 0 136 0,00 O 269 0,00 Neg 10 40 25,00 Neg Neg
17 0 148 0,00 3 248 1,21 Neg 1 60 1,67 Neg Neg
18 0 171 0,00 3 180 1,67 Neg 4 60 6,67 Neg Neg
19 1 177 0,56 0 217 0,00 Neg 6 60 10,00 Neg Neg
20 0 161 0,00 1 228 0,44 Neg 16 60 26,67 Neg Neg

3.1.2. Segundo estudo sanitario

3.1.2.1. Parémetros meteorologicos

O inverno 2017/18 foi caracterizado por valores da temperatura média do ar e da
quantidade de precipitagdo inferiores ao valor normal classificando-se este inverno
como frio e seco (IPMA 2018a).

O valor médio da temperatura média do ar em fevereiro foi o 3° valor mais baixo
desde 2000 e o valor médio da temperatura minima foi o 9° valor mais baixo desde 1931
€ 0 3° mais baixo desde 2000. Manteve-se a situacédo de seca que ja se verifica desde

abril, uma vez que nos meses de inverno continuaram a ocorrer valores de precipitagéo
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inferiores ao normal. No final de fevereiro cerca de 83% do territorio estava em seca

severa e 1% em seca extrema (IPMA 2018a).

3.1.2.2. Agentes patogénicos

Neste estudo o unico agente patogénico encontrado foi o acaro V. destructor.
Este parasita foi encontrado em todas as amostras de abelhas adultas, com uma taxa
de infestagdo média de 3,75%. No entanto, foi registada uma grande heterogeneidade
de valores, variando entre os 27% (Colmeia n°1) como maximo e 0,6% como minimo
de. Na pesquisa de V. destructor em favos de criagao existiram 18 resultados positivos,
com uma percentagem média de infestacdo de 8,6%, variando entre os 45% como

maximo (Colmeia n°1) e 0% como minimo (Tabela 3).

Tabela 3: Agentes etiolégicos observados no 2° estudo efetuado no inverno (26 de janeiro) de 2018
em 20 colmeias

Agentes etiologicos observados

Colmeia n°® V. destructor Nosema spp. S. tricuspis P. larvae A. apis
V. | Abelhas % V. | Alvéolos % Pos/ Neg L. | Abelhas % Pos/Neg | Pos/Neg
1 51 186 27,42 67 149 44,97 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
2 8 188 4,26 3 220 1,36 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
3 1 168 0,60 30 199 15,08 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
4 9 172 5,23 | 50 265 18,87 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
5 2 148 1,35 8 260 3,08 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
6 3 191 1,57 | 16 214 7,48 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
7 15 166 9,04 | 21 162 12,96 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
8 1 168 0,60 5 216 2,31 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
9 2 151 1,32 5 183 2,73 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
10 1 165 0,61 1 174 0,57 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
1 1 143 0,70 0 101 0,00 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
12 3 144 2,08 | 22 142 15,49 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
13 1 154 0,65 30 249 12,05 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
14 2 154 1,30 | 31 209 14,83 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
15 2 174 115 | 14 222 6,31 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
16 2 162 1,23 0 133 0,00 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
17 1 141 0,71 9 142 6,34 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
18 12 174 6,90 8 196 4,08 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
19 1 132 0,76 2 252 0,79 Neg 0 60 0,00 Neg Neg
20 5 133 3,76 6 208 2,88 Neg 0 60 0,00 Neg Neg

3.1.3. Terceiro estudo sanitario

3.1.3.1. Parémetros meteoroldgicos

A primavera de 2018 foi caracterizada por valores da temperatura média do ar
inferiores ao normal e da quantidade de precipitagdo muito superiores ao valor normal

classificando-se como fria e extremamente chuvosa (IPMA 2018b).

38



Valor médio da quantidade de precipitagao superior em 4,4 vezes o valor médio
mensal sendo o segundo margo mais chuvoso desde 1931 (mais chuvoso em 2001).
Em algumas estag¢des, o mais chuvoso desde o inicio das respetivas séries. O valor
médio da temperatura média do ar foi o nono mais baixo dos ultimos 88 anos e foi 0
mais baixo desde 2000 (IPMA 2018).

3.1.3.2. Agentes patogénicos

Neste estudo sanitario foram encontradas trés amostras de abelhas com
resultados positivos a Nosema spp. pertencentes as colmeias n°6, n°17 e n° 18.

Na pesquisa de V. destructor em amostras de favo de criagdo foram obtidos
dezanove resultados positivos e um negativo (Colmeia N°4), enquanto na pesquisa de
varroa nas abelhas adultas foram obtidos 16 resultados positivos e 4 resultados
negativos (Colmeias N° 8, N°12, N°16, N°20)

Os restantes agentes patogénicos néo foram observados na primavera de 2018.
(Tabela 4).

Tabela 4: Agentes etiolégicos observados no 3° estudo efetuado na primavera (02 de maio) de 2018
em 20 colmeias

Agentes etiologicos observados

Colmeia n°® V. destructor Nosema spp. S. tricuspis P. larvae A. apis
V. | Abelhas % V. | Alvéolos % Pos/Neg L. | Abelhas | % Pos/Neg | Pos/Neg
1 1 141 0,71 1 317 0,32 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
2 5 182 2,75 | 27 385 7,01 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
3 8 165 485 | 20 310 6,45 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
4 1 128 0,78 0 262 0,00 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
5 4 156 2,56 | 15 196 7,65 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
6 6 170 3,53 7 425 1,65 Pos 0 60 0,0 Neg Neg
7 2 165 1,21 4 405 0,99 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
8 0 100 0,00 5 220 2,27 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
9 1 170 0,59 6 422 1,42 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
10 21 300 7,00 | 62 352 17,61 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
11 11 220 500 | 20 282 7,09 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
12 0 250 0,00 1 237 0,42 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
13 2 130 1,54 | 13 164 7,93 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
14 1 105 0,95 2 449 0,45 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
15 15 162 9,26 | 28 394 7,11 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
16 0 110 0,00 | 44 145 30,34 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
17 13 130 10,00 22 368 5,98 Pos 0 60 0,0 Neg Neg
18 1 142 0,70 2 415 0,48 Pos 0 60 0,0 Neg Neg
19 14 250 560 | 33 363 9,09 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
20 0 280 0,00 4 320 1,25 Neg 0 60 0,0 Neg Neg
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3.2. Evolugdo dos agentes etioldgicos das doengas apicolas ao longo
dos 3 estudos sanitarios

3.2.1. Senotainiose

Relativamente a evolugao do agente etioldgico S. tricuspis, obtivemos no estudo
sanitario de outono de 2017 (10 de outubro) resultados positivos em todas as colmeias,
com uma taxa média de infestagéo por colmeia de 12,12%, chegando a um maximo de
41,67%. No entanto quer no segundo, quer no terceiro estudo sanitario a percentagem
de infestagdo de colmeias por este parasita foi de 0%, havendo uma reducdo 100%
(Grafico1).

Grafico 1: Evolugao da percentagem de infestagao por S. tricuspis nas abelhas adultas desde 10 de
outubro 2017 a 02 de maio de 2018
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3.2.2. Evolucao da Nosemose

Nos dois primeiros estudos sanitarios (10/10/2017 e 26/01/2018) a percentagem
de infestacao de colmeias por Nosema spp. foi de 0%. Na realizagao do terceiro estudo
sanitario, este parasita foi observado em 3 coldnias, aumentando a percentagem de

colmeias afetadas pela patologia para 15%.
3.2.3. Evolugéo de Loque Americana e Ascosferiose

Em todos os trés estudos sanitarios a percentagem de infestagdo de colmeias

por P. larvae e por A. apis foi de 0%, ndo havendo qualquer evolugéo.
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3.2.4. Evolugéo da Varroose

3.2.4.1. Evolucao de V. destructor nas amostras de abelhas adultas

No primeiro estudo sanitario foi encontrado o &caro V. destructor em 10% das
colmeias, com uma taxa média de infestagdo por colmeia de 0,061%. No segundo
estudo sanitario, V. destructor foi encontrado em 100% das colmeias, com uma taxa
média de infestacao por colmeia de 3,75%. Entre estes dois estudos sanitarios houve
um aumento de 90% do numero de colmeias afetadas pela varroose bem como um
aumento de 61,5 vezes na taxa média de infestagcao por colmeia (Grafico 2).

Grafico 2: Evolucao da percentagem de infestacdo por V. destructor nas abelhas adultas desde 10
de outubro 2017 a 02 de maio de 2018

Evolucédo da percentagem de infestacao por V.
destructor nas abelhas adultas
30%

25%
20%
15%

10%

5% ‘
o I | | S TR B L.
v

= [ | ] I
oY ) » 9 ) Q N D > & o A S O Q
o o o & o N N Y Y Y N N Y Y %
R N OO
PRSPPI @ @ & & B A A @ 0 0
QO\ (JO\ > \ (J\ Q,\ Q,\ (J\ (,\ \6‘ (/\6\ (/\6\ (,\(0 (,\(0 (,\& (’\6‘ (/\6\ 0\6\ (/0\6\ (Jo\&

m Outono 2017 m®Inverno 2018 Primavera 2018

Com base nos resultados gerais das taxas de infestagao por V. destructor, no segundo
estudo sanitario, as colmeias foram divididas em 5 grupos tendo em conta a evolugéo
da doenga em cada um. No terceiro estudo sanitario apenas foram calculadas as taxas
de infestacao de varroa por grupo, permitindo assim comparar a evolugéo apés a
aplicagdo de medicamentos para o seu controlo.

Nos grupos 1, 2 e 3, sujeitos a aplicagao de um método de controlo houve uma
reducao da taxa média de infestacao por colmeia. No grupo 4, embora também tenha
existido a aplicagdo de um método de controlo, houve um aumento da taxa média de
infestacdo. N grupo 5, no qual ndo houve aplicagao de método de controlo, a taxa de

infestacdo aumentou 5,5 vezes (Tabela 5).
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Tabela 5: Evolugado da percentagem média, maximos e minimos de infestagao por V. destructor em
abelhas adultas por grupos de colmeias desde 26/01/2018 a 02/05/2018

% de V.destructor em Abelhas Adultas

2° Estudo Sanitario 3°Estudo Sanitario
Grupo Média = Maximo | Minimo | Média @ Maximo | Minimo
1- Colmeias n°1,2,3e 5 8,4 27,4 0,6 2,7 4,8 0,7
2- Colmeias n° 6,7,13 e 14 31 9 0,6 1,8 3,5 1
3- Colmeias n°4,8,9 e 12 2,3 5,2 0,6 0,3 0,8 0,3
4- Colmeias n° 15,17,18 e 20 31 6,9 0,7 5 10 0
5- Colmeias n° 10,11,16 e 19 0,8 1,2 0,6 4.4 7 0

3.2.4.2. Evolugao de V. destructor em favos de criagcéo

No primeiro estudo sanitario (outono de 2017) o acaro V. destructor foi
encontrado em 60% das colmeias obtendo uma taxa de infestagcdo média de 0,44%.
Na realizagdo do segundo estudo sanitario, no inverno de 2018, observamos um
aumento de 30% do numero de colmeias com Varroose, sendo 90% das mesmas
afetadas pela doenga. Também se verifica um aumento da taxa média de infestagao
de varroa por colmeia, passando para 8,6%, aumentando 19,54 vezes em relagao ao

estudo anterior (Grafico 3).

Grafico 3: Evolugao da percentagem de infestagido por V. destructor em favos de criagao desde 10
de outubro 2017 a 02 de maio de 2018
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A analise da evolucdo da infestacao por V. destructor nos favos de criagéo entre

o segundo e o terceiro estudo sanitario foi, tal como nas analises a abelhas adultas,
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realizada por grupo de colmeias. Nos grupos 1, 2, 3 e 4 (nos quais foram aplicados
métodos de controlo), as taxas médias de infestagédo por varroa reduziram do 2° estudo,
realizado no inverno, para o 3° estudo, realizado na primavera, sendo que, no grupo 5
(sem aplicacdo de método de controlo), se registou um aumento de 47 vezes na taxa
média de infestagdo, passando de 0,34% para 16% (Tabela 6).

Tabela 6: Evolugdo da percentagem média, maximos e minimos de infestagao por V. destructor em
favos de criacédo por grupos de colmeias desde 26/01/2018 a 02/05/2018

% de V. destructor em Favos de Criagdo

2° Estudo Sanitario 3°Estudo Sanitario
Grupo Média = Maximo | Minimo @ Média @ Maximo | Minimo
1- Colmeias n°1,2,3 e 5 16,12 44,96 1,36 5,4 7,7 0,3
2- Colmeias n°6,7,13 e 14 11,83 14,83 7,47 2,8 7.9 0,4
3- Colmeias n° 4,8,9 e 12 9,85 18,86 2,3 1 2,3 0
4- Colmeias n° 15,17,18 e 20 4,9 6,33 2,8 3,7 7,1 0,5
5- Colmeias n°10,11,16 e 19 0,34 0,79 0 16 30,3 7,1

3.3. Avaliacao da eficacia dos métodos de controlo contra a Varroose

3.3.1. Grupo 1 — Aplicagao de Apivar®:

3.3.1.1. Eficacia nas abelhas adultas

No terceiro estudo sanitario a taxa média de infestacdo de V. destructor nas
abelhas mostrou ser 3,09 vezes inferior a taxa de infestagdo presente no segundo
estudo sanitario (Tabela 7). Nas colmeias n°1 e n°2 houve uma redugéo da taxa de
infestagédo de varroa, no entanto, nas colmeias n°3 e n°5 observou-se um aumento da

taxa de infestacao (Gréfico 4).

Tabela 7: Variagdo da % de infestacdo por V. destructor em abelhas adultas com aplicagdo de
Apivar® de 26/01/2018 a 02/05/2018

% de V. destructor em Abelhas Adultas

Grupo 1 inverno 2018 primavera 2018
Colmeia N21 27,42 0,71
Colmeia N22 4,26 2,75
Colmeia N23 0,6 4,85
Colmeia N25 1,35 2,56
Média 8,4075 2,7175
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Grafico 4: Variacdo da % de infestagcdo por V.
destructor em abelhas adultas com aplicagao de
Apivar® de 26/01/2018 a 02/05/2018
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3.3.1.2. Eficacia nos favos de criacao

No terceiro estudo sanitario (primavera 2018), apds a aplicagao de Apivar®, a
taxa média de infestagdo por varroa, nos favos de criagdo, mostrou ser 3,01 vezes
inferior a taxa média de infestagéo presente no segundo estudo sanitario (inverno 2018)

(Tabela 8). A colmeia n°® 1 e n°® 3 mostram uma Grafico 5: Variagido da % de infestagdo por V.

. . . destructor em favos de criagio com aplicagao de
reducdo da percentagem de infestagdo por Apivar® de 26/01/2018 a 02/05/2018

varroa entre os estudos, no entanto, colmeian® .,

2 e n°5 apresentam um aumento de infestagao 0%
(]

por V. destructor no mesmo periodo (Grafico 5). .
Tabela 8: Variagcdo da % de infestagcdo por V.
destructor em favos de criagdo com aplicagdao de 20%
Apivar® de 26/01/2018 a 02/05/2018
10%
% de V. destructor em Favos de Criagao
%

Grupo 1 inverno 2018 | primavera 2018 Inverno 2018 brimavera 2018
Colmeia N°1 44,96 0,32

e COlMeia N2 e Colmeia N22
Colmeia N°2 1,36 7,01

Colmeia N23 em====Colmeia N25

Colmeia N°3 15,07 6,45 o

e \édia
Colmeia N°5 3,07 7,65
Média 16,12 5,36
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3.3.2. Grupo 2 — Aplicagédo de Thymovar®

3.3.2.1. Eficacia nas abelhas adultas

No terceiro estudo sanitario a taxa média de infestacdo de varroa nas abelhas
adultas mostrou ser 1,73 vezes inferior a taxa de infestagao presente no segundo estudo

sanitario (Tabela 9).

Tabela 9: Variagdo da % de infestacdo por V. destructor em abelhas adultas com aplicagdo de
Thymovar® de 26/01/2018 a 02/05/2018

% de V. destructor em Abelhas Adultas

Grupo 2 inverno 2018 primavera 2018
Colmeia N°6 1,57 3,53
Colmeia N°7 9,04 1,21
Colmeia N°13 0,65 1,54
Colmeia N°14 1,3 0,95
Média 3,14 1,8075

As colmeias n° 6 e n°13, entre o segundo e o terceiro estudo sanitario
aumentaram a percentagem de infestagao por V. destructor, enquanto nas colmeias n°7

e n°14 houve uma redugao no mesmo periodo (Grafico 6).

Grafico 6: Variagdo da % de infestacdo por V.
destructor em abelhas adultas com aplicagdao de
Thymovar® de 26/01/2018 a 02/05/2018
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3.3.2.2. Eficacia nos favos de criacao
No terceiro estudo sanitario a taxa média de infestagao por varroa nos favos de
criagdo mostrou ser 4,29 vezes inferior a taxa média de infestagao presente no segundo

estudo sanitario (Tabela 10).
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Tabela 10: Variagdo da % de infestagcdo por V. destructor em favos de criagdo com aplicacao de
Thymovar® de 26/01/2018 a 02/05/2018

% de V. destructor em Favos de Criagao

Grupo 2 inverno 2018 | primavera 2018
Colmeia N°6 7,48 1,65
Colmeia N°7 12,96 0,99
Colmeia N°13 12,05 7,93
Colmeia N°14 14,83 0,45

Média 11,83 2,755

Grafico 7: Variagdo da % de infestagdao por V.
destructor em favos de criagao com aplicagao de
Thymovar® de 26/01/2018 a 02/05/2018
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Neste grupo, todas as colmeias apresentam uma reducgao na taxa de infestagao

por V. destructor nos favos de criagéo apos a aplicagdo de Thymovar® (Gafico7).

3.3.3. Grupo 3 — Aplicacéo de Api-LifeVar®

3.3.3.1. Eficacia nas abelhas adultas

No terceiro estudo sanitario a taxa média de infestagcao por varroa nas abelhas
adultas mostrou ser 6,74 vezes inferior a taxa de infestagao presente no segundo estudo

sanitario (Tabela 11).
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Tabela 11: Variagdo da % de infestagcado por V. destructor em
abelhas adultas com aplicacdo de Api-LifeVar® de 26/01/2018 a
02/05/2018

% de V. destructor em abelhas adultas

Grupo 3 inverno 2018 primavera 2018
Colmeia N°4 5,23 0,78
Colmeia N°8 0,6 0
Colmeia N°9 1,32 0,59
Colmeia N°12 2,08 0

Média 2,3075 0,3425

Todas as colmeias deste grupo apresentam uma
reducao na taxa de infestacao por V. destructor apos a
aplicacéo do método de controlo (Grafico 8).

3.3.3.2. Eficacia nos favos de criacao

Grafico 8: Variagao da % de infestagao por
V. destructor em abelhas adultas com
aplicagao de Api-LifeVar® de 26/01/2018 a
02/05/2018
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No terceiro estudo sanitario a taxa média de infestagao por varroa nos favos de

criacao mostrou-se ser 9,56 vezes inferior a taxa média de infestacao presente no

segundo estudo sanitario (Tabela 12).

Tabela 12: Variagdo da % de infestagdo por V. destructor em
favos de criagdo com aplicagao de Api-LifeVar® de 26/01/2018
a 02/05/2018

% de V. destructor em Favos de Criagao

Grupo 3 inverno 2018 primavera 2018
Colmeia N24 18,87 0
Colmeia N28 2,31 2,27
Colmeia N29 2,73 1,42
Colmeia N212 15,49 0,42

Média 9,85 1,0275

Neste grupo de colmeias todas apresentam
uma reducéao das taxas de infestagao por V. destructor
entre 0 segundo e o terceiro estudo sanitario (Grafico
9).

3.3.4. Grupo 4 — Aplicagao de Apiguard®

3.3.4.1. Eficacia em abelhas adultas

Grafico 9: Variagdo da % de infestagao
por V. destructor em favos de criagao
com aplicagdo de Api-LifeVar® de
26/01/2018 a 02/05/2018
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No terceiro estudo sanitario a taxa média de infestagdo por varroa em abelhas

adultas mostrou ser 1,59 vezes superior a taxa de infestagdo presente no segundo

estudo sanitario (Tabela 13).
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Tabela 13: Variagdo da % de infestagcdao por V. destructor em abelhas adultas com aplicacédo de
Apiguard® de 26/01/2018 a 02/05/2018

% de V. destructor em abelhas adultas

Grupo 4 inverno 2018  primavera 2018
Colmeia N°15 1,15 9,26
Colmeia N°17 0,71 10
Colmeia N°18 6,9 0,7
Colmeia N°20 3,76 0

Média 3,13 4,99

As colmeias n° 15 e n°17 aumentaram as taxas de infestagéo por V. destructor
entre o segundo e o terceiro, enquanto as colmeias n°18 e n°20 reduziram no mesmo
periodo (Grafico 10).

Grafico 10: Variacdo da % de infestagdao por V. destructor em abelhas adultas com aplicacado de
Apiguard® de 26/01/2018 a 02/05/2018
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3.3.4.2. Eficacia em favos de criagao
No terceiro estudo sanitario a taxa média de infestacdo de varroa nos favos de
criagao mostrou ser 1,32 vezes inferior a taxa média de infestagao presente no segundo

estudo sanitario (Tabela 14).

Tabela 14: Variagdo da % de infestagdo por V. destructor em favos de criagdo com aplicagdao de
Apiguard® de 26/01/2018 a 02/05/2018

% de V. destructor em Favos de Criagao

Grupo 3 inverno 2018 primavera 2018
Colmeia N215 6,31 7,11
Colmeia N217 6,34 5,98
Colmeia N218 4,08 0,48
Colmeia N220 2,88 1,25
Média 4,9025 3,705
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Neste grupo observamos uma redugao da taxa de infestagéo de varroa em todas
as colmeias exceto na colmeia n°15 que entre o segundo e o terceiro estudo sanitario
aumentou a taxa de infestacao de varroa (Grafico11).

Grafico 11: Variagdo da % de infestagdo por V.
destructor em favos de criagdo com aplicagido de
Apiguard® de 26/01/2018 a 02/05/2018

8%

6% =

4%

2%

%

Inverno 2018 Primavera 2018
= Colmeia N215 Colmeia N217
Colmeia N218 Colmeia N220
Média

3.3.5. Grupo 5 — Controlo - Sem Aplicagido de substancias ativas

3.3.5.1. Evolucdo nas abelhas adultas

No terceiro estudo sanitario a taxa média de infestagao de varroa nas abelhas
mostrou ser 5,33 vezes superior a taxa de infestacdo presente no segundo estudo

sanitario (Tabela15).

Tabela 15: Variagdo da % de infestagado por V. destructor em abelhas adultas sem aplicagao de
substancias ativas, de 26/01/2018 a 02/05/2018

% de V. destructor em abelhas adultas

Grupo 5 inverno 2018 primavera 2018
Colmeia N210 0,61 7
Colmeia N211 0,7 5
Colmeia N216 1,23 0
Colmeia N219 0,76 5,6
Média 0,825 4,4

Neste grupo, em todas as colmeias, verificou-se um aumento nas taxas de
infestagao por varroa a excegao da colmeia n°16 em que nao foi encontrado este

acaro nas abelhas adultas (Grafico 12).
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Grafico 12: Variagao da % de infestagao por V. destructor em abelhas adultas sem aplicagao de
substancias ativas, de 26/01/2018 a 02/05/2018
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3.3.5.2. Evolucao nos favos de criacao
No terceiro estudo sanitario a taxa média de infestacdo de varroa nos favos de
criagdo mostrou ser 47,035 vezes superior a taxa média de infestagao presente no

segundo estudo sanitario (Tabela 16).

Tabela 16: Variacdo da % de infestagdo por V. destructor em favos de criagdao sem aplicacdao de
substancias ativas, de 26/01/2018 a 02/05/2018

% de V. destructor em Favos de Criagao

Grupo 5 inverno 2018 primavera 2018
Colmeia N°10 0,57 17,61
Colmeia N°11 0 7,09
Colmeia N°16 0 30,34
Colmeia N°19 0,79 9,09
Média 0,34 16,0325

Neste grupo, todas as colmeias aumentaram a taxa de infestacao de varroa entre

o segundo e o terceiro estudo sanitario (Grafico 13).

Grafico 13: Variagao da % de infestacao por V. destructor em favos de criacdo sem aplicacédo de
substancias ativas, de 26/01/2018 a 02/05/2018
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4. Discussao

4.1. Estudos Sanitarios
Os objetivos inicialmente propostos foram atingidos. O diagndstico dos agentes das
doencgas que afetaram o efetivo apicola em estudo, em 3 estagdes distintas do ano,
permitiu obter informacéo sobre a evolugdo das mesmas desde o inicio do outono até
ao final da primavera, sendo que o outono e inverno correspondem a épocas de
escassez de alimento, elevado stress para as coldnias e consequentemente
constituem as épocas do ano em que existe uma mortalidade acentuada. Por outro
lado, a primavera corresponde a uma época de abundancia alimentar, onde
praticamente todos os fatores ambientais sdo favoraveis ao desenvolvimento das
colonias.

No primeiro estudo sanitario, a 10 de outubro de 2017, as colmeias em estudo
encontravam-se no final da época quente do ano, correspondendo a uma época de
elevado stress para as colonias devido ao excesso de calor, elevada predagao por parte
de outros insetos, escassez de agua e de alimento. O seu estado sanitario € um fator
determinante para a percentagem de colmeias que morrem durante esta época até a
primavera.

Pelos resultados obtidos no presente este estudo observou-se que as colmeias
estavam pouco afetadas pelas principais doencgas apicolas, pois, entre todos os agentes
patogénicos pesquisados - Nosema spp., A. apis, P. larvae, V. destructor e S. tricuspis
— apenas S. tricuspis e V. destructor foram encontrados nas colénias, sendo que V.
destructor apresentou taxas de infestagdo irrelevantes, pois, segundo Murilhas e
Casaca (2004), colmeias com taxas de infestagdo abaixo de 2% nao apresentam sinais
de parasitismo, encontrando-se saudaveis.

No segundo estudo sanitario, realizado a 26 de janeiro de 2018, verificou-se que
apenas V. destructor foi encontrada nas amostras analisadas. Embora apenas tenha
sido encontrado um unico agente patogénico, as colmeias encontram-se num estado
sanitario pior que no primeiro estudo pois as percentagens de infestagao de V. destrutor
foram muito elevadas, requerendo a aplicacdo de métodos de controlo a fim de evitar a
perda de colonias (Relva 2010). Como agravante, o referido periodo de estudo,
representava a época de maior escassez de alimento, associada a condi¢des de baixas
temperaturas e humidade aumentada, debilitando ainda mais o estado das colmeias.

A analise dos resultados obtidos no terceiro estudo sanitario, efetuado a 02 de
maio de 2018, mostrou que as colmeias estavam preparadas, a nivel sanitario, para a
época produtiva durante a primavera, estagcdo caracterizada pela abundancia de
alimento e por temperaturas amenas. Neste estudo sanitario, dos cinco agentes

patogénicos pesquisados, apenas foram encontrados V. destructor e Nosema spp. De
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salientar que tal ocorreu apds a aplicacdo de métodos de controlo da varroose que
impediram o aumento exponencial destes acaros com consequéncias nefastas para as
colonias. A aplicacdo de métodos de controlo contra a varroose deve ser executada
antes da época produtiva e imediatamente apds a mesma, permitindo deste modo que
na época produtiva a V. destructor ndo evolua exponencialmente, evitando a redugao
da produtividade da colénia e que assim que a colonia termina a época produtiva, o
controlo da varroose devera de ser eficaz de forma a que a coldnia inicie o periodo de
escassez com taxas de infestagéo inferiores a 2%, garantindo assim um bom estado
sanitario bem como uma redugao da mortalidade anual das colénias (Murilhas e Casaca
2004; Paxton et al. 2007).

4.2. Evolugao das doengas ao longo do periodo de estudo

Embora segundo a literatura (Orantes Bermejo et al. 1996; Pires et al. 2011) a
infestagao por S. tricuspis esteja praticamente restrita aos meses de agosto e setembro,
observou-se, no presente estudo, que em outubro de 2017 as colmeias ainda
apresentavam uma taxa de infestagdo muito elevada, o que é explicavel pelas condigbes
meteoroldgicas anormais para a altura do ano em causa. Estas alteragcdes metroldgicas
consistiram numa permanéncia do clima quente e seco caracteristico do verao, até
meados de outubro,de permitindo que S. tricuspis continuasse o parasitismo em A.
mellifera por um periodo anormalmente alargado.

Como o parasitismo por S. tricuspis ocorre apenas quando as condi¢des
meteoroldgicas permitem que a mosca adulta efetue voos para deposi¢cdo das suas
larvas sobre as abelhas, (Haddad et al. 2015), era de esperar que com a chegada do
outono e do inverno esta relagdo de parasitismo terminasse sem que fosse necessaria
a aplicagdo de qualquer método de controlo. Com a realizagdo do segundo estudo
sanitario comprovou-se este facto nas coldnias, tendo-se observado a redugéo da taxa
de infestagdo de 100%, em outubro, para 0% no final de janeiro.

Na realizagdo do terceiro estudo sanitario, comprovou-se a inexisténcia de
parasitismo por S. tricuspis desde o final do outono até a primavera, sendo esta doenca
totalmente controlada pela variagao do clima, ndo sendo necessaria a aplicacdo de
qualquer método de controlo.

Relativamente a evolugdo da Nosemose observou-se que quer no primeiro, quer
no segundo estudo sanitario esta doenca nao foi encontrada. De acordo com a literatura
(CAP — Departamento Técnico 2007; Fries 2010; Mariano et al. 2010) a principal forma
de combate a Nosema spp. é feita pela prevencao. Essa prevencao baseia-se em boas
técnicas de maneio e escolha criteriosa da localizagdo dos apiarios, renovagao de ceras

velhas substituindo-as por novas ceras laminadas, troca de rainhas velhas e pouco
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produtivas por rainhas novas e de elevado comportamento higiénico e padrdo de
postura de ovos. Em todas as colmeias incluidas no presente estudo estas técnicas de
maneio foram aplicadas o que justifica a inexisténcia desta doencga no primeiro estudo
sanitario.

Segundo Mohammadian et al. (2018), a principal época de desenvolvimento de
Nosemose ocorre durante o inverno e inicio de primavera, em épocas frias e humidas e
concordantes com fases de elevado stress para as colonias. Com a realizagao do
terceiro estudo sanitario comprovou-se que a doenga se desenvolveu no apiario, pois a
02 de maio de 2018 ja existiam 3 colmeias (15%) positivas a Nosema spp., mostrando
que, embora tenham sido efetuadas técnicas de controlo preventivo do aparecimento
da doenca, esta acabou por ocorrer.

Existem também outros fatores que influenciam a ocorréncia de doencas,
nomeadamente a nosemose, que sao fatores que o apicultor ndo consegue controlar.
Sao eles: a) a pilhagem que as abelhas adultas executam em outras colmeias mais
fracas e possivelmente doentes de apiarios vizinhos, infetando-se com o agente
patogénico no momento da pilhagem; b) a transmissdo de doengas por parte dos
zangaos. Com a ocorréncia de condi¢gdes meteoroldgicas favoraveis, as colonias iniciam
a criagao de zangaos e os zangaos ao poderem entrar e sair livremente em todas as
colonias num raio de aproximadamente 2km, sdo importantes agentes de transmissao
de doengas (Oliver 2007; Oliver 2019).

No que se refere a outras doengas apicolas, como a ascosferiose e a loque
americana, segundo os dados oficiais apresentados pela DGAV (2019), no plano
sanitario apicola de 2020, a incidéncia no territério nacional, de Ascosferiose é de 5% e
a de Loque Americana é de 1%. Pela literatura (CAP — Departamento Técnico 2007;
Genersch 2010) a principal forma de transmissao destas doencas é feita pelo apicultor
por incorretas técnicas de maneio e de deficiente higienizacdo do material apicola. Para
além destes fatores, o principal método de controlo do aparecimento destas doencgas
baseia-se na manutengcdo de coldnias saudaveis e com bastante vigor produtivo e
reprodutivo pela troca de ceras e rainhas velhas (Flores et al. 2000; Aronstein and
Murray 2010; Genersch 2010). Tendo em conta os aspetos acima apresentados e o
historial das colmeias incluidas no presente estudo era espectavel a auséncia destes
agentes patogénicos nos 3 estudos sanitarios, tal como ocorreu.

Aquando da realizagdo do primeiro estudo sanitario foi verificado que nao
existiam estas doencas no apiario em estudo, pelo que era espectavel que as mesmas
também nao viessem a ocorrer nos seguintes. No entanto, é de salientar, que caso

houvesse um apiario vizinho que tivesse estes agentes patogénicos ativos era possivel
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a ocorréncia futura destas doengas devido aos comportamentos de pilhagem de
coldnias debilitadas por parte das abelhas adultas (Rosenkranz et al. 2010).

No que concerne a constante presencga dos agentes da varroose, e com base na
interpretagcdo do Programa Apicola Nacional e do Plano Sanitario Apicola, elaborados
pela DGAV (2019), e segundo diversos estudos, Relva (2010) e Nazzi and Le Conte
(2016) pode-se afirmar que a varroose € a maior e a mais importante doenca para a
apicultura nacional e mundial.

Na realizacao do primeiro estudo sanitario observou-se que as taxas médias de
infecdo das coldnias por V. destructor quer nas abelhas adultas, quer nos favos de
criacao, foram inferiores a 1%, sendo estas consideradas irrelevantes pois com
percentagens abaixo dos 2% as colénias nao demonstram qualquer sinal de parasitismo
(Murilhas e Casaca 2004). Contudo, com percentagens acima de 5% nas abelhas
adultas e 15% nos favos de criagao de obreira € necessaria uma urgente aplicagéo de
métodos de controlo da doenga (Honey Bee Health Coalition 2015).

Os resultados obtidos no estudo sanitario de 10/10/2017, relativamente as taxas
de infestagéo por V. destructor, mostraram que nesta data a doenga estava controlada
no apiario e que, conhecendo o historial de maneio das colonias, pode-se considerar
que o tratamento com amitraz (Apivar®), realizado a 05/08/2017 foi eficaz no controlo
da espécie V. destructor nas colmeias em estudo.

Murilhas e Casaca (2004) referiram que, desde que exista criagdo numa coldnia,
a varroa esta em constante desenvolvimento, de tal forma que uma colmeia com
inicialmente 2% de infestagao por varroa nos favos de cria, se n&o for tratada contra a
varroose morrera dentro de 2 a 4 anos. Como tal, embora as taxas médias de infestagcao
nas colénias em estudo sejam inferiores a 1% pode-se prever que, num futuro préximo,
irdo aumentar consideravelmente.

A temperatura ideal para o desenvolvimento de V. destructor encontra-se entre
0s 32,5°C e 0s 33,4°C (£ 2,9°C) e a temperatura do ninho das colénias varia entre30,5°C
e 35,5°C (Nazzi and Le Conte 2016), permitindo que a varroa se desenvolva desde que
haja criagdo. Um aumento das percentagens de infestagdo de varroa mesmo durante o
inverno é caracteristico do clima mediterraneo onde o apiario esta inserido. Embora o
inverno seja a estagdo mais fria do ano, as temperaturas séo relativamente amenas e a
existéncia de alguma floragao disponivel para as abelhas, permitem que a colmeia
continue com postura ativa e se mantenha em desenvolvimento, tal como a varroa
(Paxton et al. 2007; Relva 2010).

Com a realizagao do segundo estudo sanitario a 26 janeiro de 2018, inverno,
podemos verificar que nos 4 meses que espagaram o primeiro e o segundo estudo

sanitario, a varroa desenvolveu-se e aumentou as taxas médias de infestacdo. Neste
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estudo verificou-se uma taxa média de infestagdo por V. destructor em abelhas adultas
de 3,75% e em favos de criagdo de 8,6%. Embora estes valores de taxas médias de
infestacao nao estejam acima do limite para a aplicagdo de um método de controlo sao
superiores a 2%, e considerados preocupantes. Observou-se, ainda, que, mesmo
durante o inverno e inicio de primavera, época mais fria, as taxas aumentaram 61,5
vezes nas abelhas adultas e 19,5 vezes nos favos de criagdo, em quatro meses, e
sabendo que a época preferencial de reproducéo da varroa é a primavera (Nazzi and
Le Conte 2016), poder-se-ia antever que as taxas de infestagao por V. destructor iriam
atingir valores demasiadamente elevados se nenhum método de controlo fosse
aplicado.

Os resultados obtidos no terceiro estudo sanitario, a 02 de maio de 2018, foram
concordantes com o esperado pois nos grupos 1, 2, 3 e 4 nos quais foi aplicado um
método de controlo, as taxas médias de infestagdo por V. destructor nas abelhas adultas
e nos favos de criagdo baixaram em relagéo ao estudo anterior, a exceg¢ao do grupo 4
no qual a taxa média de infestagcdo em abelhas adultas aumentou. Este aumento pode
ser devido a uma ma eficacia do método de controlo utilizado ou por uma reinfestacao
por V. destructor demasiado elevada. No grupo 5, sem aplicagcdo do método de controlo,
os resultados também foram concordantes com o esperado, pois sem a aplicacédo de
um método de controlo as percentagens médias de infestagdo aumentaram 5,5 vezes
nas abelhas adultas e 19,5 vezes nos favos de criacdo desde o estudo anterior. Com
estes resultados podemos compreender a importancia da aplicacao de métodos de

controlo contra a varroose no controlo desta doenca.

4.3. Avaliacio da eficacia dos métodos de controlo contra a Varroose

A eficacia dos métodos de controlo contra a varroose foi calculada pela variagao
na percentagem meédia de infestagao por V. destructor entre o segundo e o terceiro
estudos sanitarios em cada grupo de colmeias.

Nos resultados das percentagens de infestagao por V. destructor por colmeia foi
pertinente a informacgao extraida a partir das amostras de abelhas adultas, no entanto,
a andlise de resultados a partir de favos de criagdo foi consideravelmente mais
relevante. Tal deve-se ao facto da distribuicdo da varroa pelos favos de criacdo e pelas
abelhas adultas nao ser homogénea. Perante baixas percentagens de infestagéo por
varroa na colonia, este acaro prefere parasitar abelhas amas, e entrar para o interior
dos alvéolos pois o seu objetivo é alcangar o mais rapidamente possivel novas larvas
para se poder reproduzir mais rapidamente (Nazzi and Le Conte 2016). Sabe-se
também que quando as taxas de infestagdo s&o muito elevadas, o acaro V. destructor

tem preferéncia por zangaos e abelhas campeiras, de forma a conseguir difundir-se com
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maior eficacia por todas as colénias (Nazzi and Le Conte 2016). Para além deste fator,
ha que ter em conta que cerca de 15 a 20% das varroas de uma coldnia encontram-se
em fase forética e as restantes no interior da criacao (Loftus et al. 2016) razao pela qual
se consideraram as percentagens de varroa nos favos de criagdo para comparagao da
eficacia dos métodos de controlo.

O grupo 3 (Apilife-Var®) obteve uma reducao de 86,15% na taxa de infestacéo
por V. destructor, em abelhas adultas, e de 89,94%, nos favos de criagdo apresentando
o terceiro estudo sanitario taxas de infestacado de 1% nos favos de criagéo e 0,3% nas
abelhas adultas. Segundo estudos de Imdorf et al. (1995) e de Fergusson et al. (2013)
a eficacia de tratamento com Apilife-Var® demonstrou redugdes na ordem dos 74% e
de 53,8%, respetivamente. Em comparacdo com os resultados obtidos nos favos de
criagao no presente estudo, o medicamento foi consideravelmente mais eficaz. Isto pode
ser explicado pelo facto de o Apilife-Var® ser um medicamento composto por varias
substancias ativas, em que o timol é o principal componente, mas também contém 6leo
de eucalipto, canfora racémica e levomentol. Estas substancias atuam quer por
contacto, quer por sublimacao, o que condiciona a sua eficacia consoante as condigdes
meteorologicas, a quantidade de abelhas nas colmeias, o estado evolutivo das colmeias
e da varroa e também a disponibilidade de alimento, podendo nas colmeias em estudos
terem-se reunido melhores condi¢des para a atuacdo do farmaco. Outro fator ainda a
ter em conta na eficacia do medicamento foi o facto de este ter sido o Unico em que em
todas as colmeias do grupo, se observou quer nas abelhas adultas quer nos favos de
criacao, uma reducao da taxa de infestacao por V. destructor apés a sua aplicacéo.

No grupo 1 (Apivar®) houve uma reducao da percentagem média de infestacao
por V. destructor de 67,9% nas abelhas adultas e de 77% nos favos de criagdo. Neste
grupo a colmeia n® 2 e a colmeia n°5 obtiveram taxas de infestagao por varroa nos favos
de criagao superiores no terceiro estudo sanitario em relagdo ao segundo, no entanto,
o farmaco permitiu manter as taxas de infestagdo abaixo de valores criticos (5% em
abelhas adultas e 15% em favos de criacéo), e ao comparar-se os resultados deste
grupo com o grupo 5 - sem tratamento-, observa-se que a sua aplicagao foi eficaz dado
que conseguiu evitar o crescimento exponencial de V. destructor.

A analise de outros estudos sobre a eficacia do tratamento com amitraz revela
valores muito dispares, desde 99,5% (Skubida and Pohorecka 2013) a 64,3%
(Ramadhani et al. 2015), sendo ja apontada a resisténcia ao amitraz como uma das
causas desta variacao de eficacia.

Nas colmeias em estudo, sabe-se que tinha sido efetuado anteriormente pelo
menos um tratamento com amitraz. O tratamento realizado com esta substancia ativa é

um dos mais antigo e talvez dos mais utilizados na apicultura portuguesa, pelo que a
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existéncia de varroas resistentes a esta substancia ativa podera ser uma explicacao
para os baixos valores de eficacia obtidos.

O grupo 2, em que foi aplicado timol 15g em placas de celulose (Thymovar®),
entre 0 segundo e o terceiro estudo sanitario houve uma redugao da percentagem média
de infestagdo por V. destructor de 42% em abelhas adultas e de 76% nos favos de
criacao. Neste grupo observamos uma reducio das taxas de infestacdo em todas as
colmeias do grupo, no entanto, ao comparar os resultados obtidos com outros estudos
realizados, que mostraram uma eficacia de tratamento na ordem dos 85% (Fergusson
et al. 2013) e 91,5% (Suard et al. 2007), os valores de eficacia obtidos no presente
estudo foram inferiores. O timol, que se encontra aplicado em placas de celulose,
necessita de uma temperatura de 15 a 35°C e uma ventilagdo adequada da colmeia
para que a sua sublimagao seja bem-sucedida e se obtenha uma boa eficacia. Tal
depende muito da quantidade de abelhas na colmeia (ventilagdo e aquecimento) e da
temperatura ambiente durante a sua aplicagéo, e nesse sentido, podem ter ocorrido
variagdes nestes fatores que ndo permitiram que o medicamento obtivesse a sua
maxima eficacia. Por outro lado, a sua aplicagao pode-se considerar eficaz pois as taxas
médias de infestagdo por varroa mantiveram-se muito abaixo dos valores criticos (5%
em abelhas adultas e 15% em favos de criagao (Honey Bee Health Coalition 2015)) e
muito préximos dos 2% de infestacdo quer em abelhas adultas quer em favos de
criagao, mostrando assim que as colmeias se encontram saudaveis (Murilhas e Casaca
2004).

Os resultados do grupo 4, em que foi aplicado timol 25% por 50g de gel aquoso
(Apiguard®), mostraram que o tratamento foi pouco eficaz pois a taxa média de
infestacao por V. destructor nas abelhas adultas aumentou 1,59 vezes e nos favos de
criacéo reduziu apenas 24,5% entre o segundo e o terceiro estudo sanitario. Outros
estudos mostram que a eficacia deste medicamento se situou na ordem dos 89,8%
(Ramadhani et al. 2015) e 83,1% (Paillard et al. 2020), valores estes muito acima dos
obtidos. Para além desta comparacao ha a considerar, ainda, o facto de ter sido neste
grupo que houve maior variagdo das percentagens de redugéo de infestagdo por V.
destructor por colmeia pois em quatro colmeias, as colmeias n® 15 e 17 aumentaram de
forma significativa as percentagens de infestagdao quer em abelhas adultas quer em
favos de criacdo enquanto que as colmeias n° 18 e 20 obtiveram resultados muito
positivos na reducgao de infestacio. Estes factos mostraram que o tratamento foi efetivo
nas colmeias n° 18 e 20 e, contudo, ndo o foi nas colmeias n° 15 e 17. Esta diferenca,
associada aos valores de eficacia apresentados por outros autores (Ramadhani et al.
2015; Paillard et al. 2020), pode ser explicada por uma aplicagéo incorreta do método

de controlo nas colmeias n°18 e 20 ou alguma anomalia no produto. Diferengas na
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quantidade de abelhas em cada colmeia, que possam ter conduzido a alteracdo na
libertacdo da substancia ativa também podera ser uma justificacdo para esta variagao
de eficacia.

E também necessario analisar a variagdo da taxa de infestacdo do grupo 5, ndo
sujeito a tratamento, onde se observou um aumento exponencial de V. destructor, de
47,2 vezes nos favos de criagao e de 5,33 vezes nas abelhas adultas. Este grupo,
mostrou que apenas no periodo de 1 més, colmeias com taxas de infestagao por varroa
inferiores a 1%, colmeias completamente saudaveis, tornaram-se colmeias que
necessitaram da aplicacdo urgente de um método de controlo de varroose. Se se
colocar a hipétese de que a varroa se desenvolve de forma semelhante em todas as
colmeias do apiario, pode-se constatar que o tratamento efetuado em cada um dos
grupos 1 a 4 foi efetivo pois, caso néo o tivesse sido, as percentagens de varroa seriam
muitissimo mais elevadas (Murilhas e Casaca 2004; Relva 2010).

Sendo o Apilife-Var® o unico medicamento com uma mistura de 6leos
esenciais (Timol, Eucalipto, Levomentol e Canfora) enquanto os outros apenas
continham uma substancia ativa, os resultados deste estudo levam a conclusao que a
adigao de outras substancias ativos (embora que em pequenas quantidades) tenha um
efeito benéfico no controlo da varroa. Tendo em conta a diferencga de eficacia do
Thymovar® para o Apiguard®, em que ambos tém a mesma substancia ativa (timol),
os resultados do estudo levam-nos a concluir que o material no qual estda embebido o
timol obteve influéncia, havendo melhores resultados para a matriz de celulose do que
para o gel aquoso.

Sobre a diferenca de eficacia entre Thymovar® e Apiguard®, tendo ambos a
mesma substancia ativa (timol), os resultados obtidos sugerem que o material no qual
esta embebido o timol tem influéncia, verificando-se melhores resultados com a matriz
de celulose do que com o gel aquoso.

Como limitantes do calculo das infestagdes por V. destructor um fator a ter em
consideragao na analise dos erros associados ao estudo prende-se com o facto da
distribuicdo das varroas numa colénia, quer nas abelhas quer na criagdo, ndo ser
homogénea, e como tal, durante a recolha das amostras poder-se-ia ter recolhido
abelhas ou favos de criagdo de zonas da colmeia mais ou menos afetada, existindo
logo ai um fator de aleatoriedade.

Outro fator que podera ter influenciado a dindmica da evolugéo da varroose nas
colmeias é a enxameagao. Nao foi possivel acompanhar todas as semanas a evolugao
das colmeias em estudo, e como tal ndo é de excluir a possibilidade da ocorréncia deste
fendmeno. Quando se da a enxameacao, a coldnia divide-se em duas partes, em que

uma parte abandona a colmeia com a rainha mais antiga e a outra permanece na colénia
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com uma nova rainha. Consoante a quantidade de criagao operculada e a percentagem
de infestacao por V. destructor da colénia no momento da enxameagao observa-se uma
variagao na percentagem de varroas que permanece na colmeia, dependendo esta da
quantidade de acaros que abandonou a colmeia sobre as abelhas que enxamearam,
falseando assim os resultados.

Outro dos fatores limitantes do estudo relaciona-se com a existéncia ou nao de
pilhagem em colmeias mortas ou debilitadas. Este fator € sempre desconhecido e uma
agravante na percentagem de infestagado por varroa, dependendo da concentragido de

colmeias de outros apicultores que existam nas redondezas.
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5. Conclusdes

A realizacao deste estudo permitiu obter maior conhecimento sobre a realidade
sanitaria de um apiario, diagnosticando os agentes patogénicos existentes e também
retirando conclusdes sobre a eficacia de alguns métodos de controlo aplicados.

Com a realizacao de 3 estudos sanitarios abrangendo o periodo entre 10 de
outubro de 2017 e 05 de maio de 2018 foi possivel verificar que, aquando da
realizacao do segundo estudo sanitario, a 26 de janeiro de 2018, as colmeias em
estudo apresentavam piores condi¢des sanitarias devido ao parasitismo por V.
destructor.

A infestagao por S. tricuspis revelou-se irrelevante para as colmeias em estudo,
pois, embora no primeiro estudo sanitario se tenham verificado taxas de infestagéo
elevadas, as mudangas nas condi¢gdes meteoroldgicas foram suficientes para a
erradicacao deste parasitismo.

A pesquisa dos agentes patogénicos P. larvae e A. apis revelou-se negativa
nos 3 estudos sanitarios concluindo-se que com um maneio preventivo correto é
possivel manter as colmeias livres destas doencas.

A infestacao por Nosema spp. foi apenas diagnosticada no terceiro estudo
sanitario, mostrando que embora tenham sido efetuados métodos de controlo
preventivo, como a troca de ceras, utilizagdo de rainhas de novas com bom
comportamento higiénico e apropriado maneio apicola, ndo foram suficientes para
evitar o aparecimento da doenga. No entanto, como nos primeiros 2 estudos sanitarios
a pesquisa de Nosema spp. foi negativa, a repeticdo anual destes métodos de controlo
devera ser implementada para manter os niveis deste fungo continuamente baixos.

A presenca constante de V. destructor comprovou que este acaro constitui a
maior preocupacao para a apicultura quer pela sua intensidade de parasitismo quer
pela dificuldade de erradicagdo. Com base no aumento dos valores das taxas de
infestagéo ao longo do estudo, concluiu-se que V. destructor se desenvolve durante o
inverno e que, mesmo em colmeias com taxas de infestagdo muito baixas no outono, é
fundamental efetuar um método de controlo antes do inicio da primavera com vista a
manutencdo de coldnias saudaveis.

Quanto aos farmacos aplicados contra a varroose, o método de controlo mais
eficaz foi obtido através da utilizagado de Apilife-Var®, seguindo-se o Apivar® e o
Thyomvar®. A aplicagdo de Apiguard® revelou-se como o método de controlo menos
eficaz.

Como perspetivas futuras ao estudo, seria de elevado interesse a realizacéo de
varios estudos sanitarios abrangendo uma maior amostragem de colmeias e contendo

um periodo em estudo de pelo menos um ano, acompanhando todo o ciclo da colmeia.
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