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Avaliagcéo da eficacia de nova estratégia de combate a varroose da abelha (Apis mellifera)

em Portugal: Tratamento combinado de acaricidas homologados.
Resumo

A morte e o desaparecimento de colénias de abelhas (Apis mellifera) e mesmo de apiarios
inteiros tém vindo a preocupar cientistas do mundo inteiro. Varias doengas e outros fatores
foram associados ao colony collapse disorder (distirbio do colapso das colmeias). Os
acaros da espécie Varroa destructor sdo apontados como um dos principais culpados deste
problema.Com o crescente aparecimento de resisténcia aos acaricidas por parte de Varroa
sp., devido a utilizagdo sucessiva da mesma molécula ou por m& aplicacdo destes, criou-se
uma necessidade de desenvolver novos métodos de combate a este parasita. A utilizacdo
de protocolos de tratamento combinando mais de um acaricida, tém-se apresentado como
uma boa alternativa a utilizagdo convencional de apenas um medicamento. O principal
objetivo deste estudo realizado no Posto Apicola da Tapada da Ajuda (em Lisboa), consistiu
em determinar a eficacia e qual o melhor método de aplicacdo de dois acaricidas
homologados em Portugal no controlo de Varroa destructor. Assim, foram estabelecidos dois
grupos de coldnias para o estudo, um deles em que foi aplicado em primeiro lugar timol
(Thymovar®) e depois o fluvalinato (Apistan®) (TA; n=10) e outro em que se aplicou em
primeiro lugar o fluvalinato e depois o timol (AT; n=10).

Para determinar o valor de eficacia de tratamento, foi aplicado um terceiro acaricida como
controlo (amitraz). Foi contabilizada a queda de Varroas trés vezes por semana, do
momento de aplicacdo do primeiro acaricida, até perfazer duas semanas apos a aplicacdo
do acaricida controlo.

A média de eficacia do grupo TA foi de 87,3%, apresentando valores minimo e maximo de
72,6% e 97,9%, respetivamente. O grupo AT apresentou média de eficacia 91,2%, com
valores entre 72,1% e 99%. Comparando os valores de média dos dois grupos, conclui-se
gque ndo apresentaram diferenca significativa (p=0,304), aplicando um teste-t néo
emparelhado. Foram medidas as temperaturas minimas e maximas, e a partir dai a
temperatura média. Varios picos de valores de queda de Varroa sdo consistentes com o
aumento da temperatura, o que indica haver uma possivel relacao entre estes.

Apesar de nédo ter sido encontrada diferenca entre os dois grupos, os valores de eficacia
obtidos foram superiores aos obtidos nos dltimos anos em Portugal, aquando da aplicacdo
de apenas um acaricida. Podemos assim concluir que estes protocolos terapéuticos sao
ambos uma boa escolha para o controlo de Varroa destructor, de preferéncia juntamente

com outras técnicas de maneio que reduzam a reproducgdo destes acaros.

Palavras-chave: Apis mellifera, Colony collapse disorder, Varroa destructor, tratamento

combinado, fluvalinato, timol, Portugal.
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Efficacy evaluation of a new strategy against Varroa destructor in honey bees (Apis

mellifera) in Portugal: combined treatment with approved acaricides.
Abstract

Death and disappearance of bee colonies (Apis mellifera) and entire apiaries increased
worldwide. Several diseases have been associated to the Colony collapse disorder, and the
mite Varroa destructor infestation has been noted as one of the main causes of the problem.
The increasing emergence of tolerance to acaricides by Varroa sp., due to successive use of
the same molecule or wrong use of these chemicals, lead to the development of new
methods to control this parasite. New protocols combining more than one acaricide have
shown to be a good alternative to conventional use of only one drug.

The main objective of this study accomplished at Posto Apicola in Tapada da Ajuda (Lisbon,
Portugal), was to determine the efficacy and the best method to fight Varroa destructor using
two acaricides approved in Portugal. Thus, two groups of colonies were established, one that
used first thymol (Thymovar®) and then fluvalinate (Apistan®) (TA, n=10), and the other
using fluvalinate first and then thymol (AT, n=10).

To assess the efficacy of treatment, a third treatment with amitraz was used as control. Mites
fall was measured three times in a week, during the assay, starting at the first treatment and
ending two weeks after the control treatment.

The mean efficacy of the treatment protocol for TA group was 87.3%, with 72.6% as a
minimum and 97.9% as a maximum. The group AT presented a mean efficacy of 91.2%, with
values between 72.1% and 99%. It was concluded, after the statistical analysis with unpaired
T-test, that no significant difference (p=0,304) was found between the two groups.

The average temperature was calculated with measurement of minimum and maximum daily
temperature, and indicated a possible link between these and mite population profile, as
several peaks of Varroa fall were consistent with temperature peaks.

Although no difference was found between the groups, efficacy results were higher than
others obtained in the last years in Portugal, when only one acaricide is used. So, both
protocols are a good choice to fight Varroa destructor, along with management techniques

that reduce the reproduction of these mites.

Keywords: Apis mellifera, Colony collapse disorder, Varroa destructor, tratamento

combinado, fluvalinate, thymol, Portugal.
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Vocabulério apicola

a) «Abelha» o individuo de espécie produtora de mel pertencente ao género Apis sp.,

designadamente os da espécie Apis mellifera;

b) «Atividade apicola» a detencdo de exploracdo apicola, com finalidade de obtencédo de
produtos apicolas, reproducdo e multiplicagcdo de enxames, polinizagéo, didatica, cientifica

ou outra;

c) «Apiario» o conjunto de colbonias de abelhas nas condicbes adequadas de producéo,
incluindo o local de assentamento e respetivas infraestruturas, pertencente ao mesmo

apicultor, em que as coldnias ndo distem da primeira a ultima mais de 100 m;
d) «Apicultor» a pessoa singular ou coletiva que possua uma exploracéo apicola;
e) «Autoridade sanitaria veterinaria nacional» a Dire¢do-Geral de Veterinaria (DGV);

f) «Colmeia» o suporte fisico em que os quadros de sustentacdo dos favos sdo amoviveis,

gue pode ou nao albergar uma colénia e a sua producéo;
g) «Colénia» 0 enxame, suporte fisico e respetivos materiais bioldgicos por si produzidos;

h) «Cortico» 0 suporte fisico desprovido de quadros para fixacdo dos favos, sendo estes

inamoviveis, que pode ou ndo albergar uma colénia e a sua producéo;
i) «Cresta» ato de recolha de mel dos favos de colmeias ou corti¢os;

j) «Enxame» a populacdo de abelhas, que corresponde a futura unidade produtiva, com
potencialidade de sobrevivéncia, producdo e reproducao autbnomas em meio natural, sem

qualquer suporte fisico;

k) «Exploracdo apicola» o conjunto de um ou mais apiarios, incluindo as respetivas
infraestruturas de apoio pertencentes ao mesmo apicultor, com exclusdo dos locais de

extracdo de mel,

[) «Nucleo» a colmeia de quadros méveis com capacidade superior a trés quadros e inferior

a seis quadros;
m) «Quadro» o caixilho que suporta o favo;

n) «Transumancia» a metodologia de atividade apicola com recurso a transporte para

aproveitamento de producdes especificas ou melhores floragées;

0) «Zona controlada» a &rea geogréfica reconhecida pela autoridade sanitaria veterinéria

nacional e que cumpra os requisitos previstos no Decreto-Lei n.° 203/2005.
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1. Introducéo

Este estagio curricular foi realizado de outubro de 2011 a maio de 2012. Foi composto por
trés partes distintas, todas ligadas a apicultura. A maior parte do estagio ocorreu no Posto
Apicola do Instituto Nacional de Recursos Biol6gicos (INRB) em fase de reestruturacdo para
Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria (INIAV), sito na Tapada da Ajuda, do
inicio de outubro de 2011 a fim de marco de 2012; excluindo o periodo de 8 a 24 de
fevereiro desse ano, durante o qual o estagio decorreu no Laboratério Nacional de
Investigacdo Veterinaria, nomeadamente no Laboratério de Patologia Apicola. Por fim,
realizamos o Curso Técnico de Apicultura organizado pela Direcdo-Geral de Alimentacéo e
Veterinaria de 7 a 9 de maio de 2012.

O trabalho experimental decorreu no Posto Apicola, com excecdo da avaliacdo das

amostras colhidas em cada coldnia do apiario, a qual foi realizada no LNIV.

A crescente morte e/ou desaparecimento de colénias e mesmo de apiarios inteiros, tem
instaurado grandes niveis de preocupacdo a nivel mundial. Para tentar perceber o porqué
deste acontecimento, tém sido realizados inUmeros estudos nas diversas areas e sobre
varias doencas e problemas que afetam a vida da Apis mellifera. Como este inseto é
responsavel por grande parte da polinizagdo das plantas, o seu desaparecimento seria
catastrofico para o planeta, como ja o tinha referido Albert Einsten: “If the bee disappears
from the surface of the earth, man would have no more than four years to live. No more
bees, no more pollination ... no more men!”.

Assim, o também conhecido por colapso das col6nias ou colony collapse disorder, levou a
necessidade de formacédo de grupos onde fossem interligados dados obtidos sobre o tema.
Devido as grandes perdas econdmicas e ecoldgicas, e sobretudo pela ineficacia na
resolucdo deste problema, principalmente no hemisfério norte, foi criado a rede COLOSS
(Prevention of COlony LOSSes). Esta rede engloba 55 paises de todo o Mundo, que
colaboram no desenvolvimento de medidas urgentes de combate e gestao do dilema em
causa (COLOSS, 2012)

No intuito de melhorar a saude da colmeia, foi criada a rede BEE DOC (Bees in EuropE &
the Decline Of Honeybee Colonies), que engloba 11 parceiros da area da patologia,
quimica, genética e apicultura, de toda a Europa, mas trabalhando em parceria com
membros de outros continentes. Tem como principal objetivo colmatar falhas no
conhecimento de doencgas das abelhas, principalmente da nosemose, varroose, trés viroses
e dois pesticidas utilizados regularmente na apicultura (tiacloprid e tau-fluvalinato). Estuda
também genes ligados a maior resisténcia a doenca e o impacto da atividade apicola na

saude das abelhas, com o objetivo de desenvolver novos métodos de diagnéstico e de



profilaxia. Destes grupos fazem parte especialistas de varias areas, como bidlogos, médicos
veterinarios e engenheiros (Bee Doc, 2012).

Em Portugal, apenas os médicos veterinarios estdo habilitados a prescrever medicamentos
para o combate do &caro Varroa destructor, tornando-se assim participantes ativos no
combate a este parasita. O seu papel também consiste na inspec¢é@o de apiarios e centrais
meleiras, bem como a recolha de amostras bioldgicas para rastreio de doencas das abelhas.

Os principais objetivos deste trabalho consistiram em realizar uma revisdo sobre o maneio
apicola em geral, mas sobretudo sobre a varroose e 0 seu agente; e avaliar a eficacia de
combate desta problematica doenca, utilizando um tratamento combinado de acaricidas

homologados, mais concretamente o Apistan® (fluvalinato) e Thymovar® (timol).



2. Atividades desenvolvidas no estégio curricular

Durante a fase do trabalho desenvolvida no Posto Apicola foram desempenhadas diversas
fungdes, incluindo as tarefas de um apicultor, na recolha de dados para este estudo, mas
também no apoio a organizacdo do proprio trabalho desenvolvido no Posto Apicola e dos
cursos e aulas que ali foram realizados nesse periodo.

Como as tarefas do quotidiano na apicultura sdo vastas e diferentes consoante a época do
ano, estas serdo enunciadas por ordem cronolégica.

No inicio de outubro foi realizada a cresta (recolha de favos com mel). A primeira tarefa foi
de extracdo do mel dos favos. Comeca-se pela operacdo de desoperculacdo que consiste
em retirar os opérculos dos alvéolos repletos de mel com o auxilio de um garfo de
desopercular. Em seguida, os quadros de mel desoperculados s&do colocados numa
centrifugadora de eixo vertical radial com a capacidade para 20 quadros. Procedeu-se a
centrifugacdo a velocidade e tempo adequados, sendo o mel expelido contra as paredes
internas do centrifugador escorrendo para o fundo deste. O mel é posteriormente filtrado por
um conjunto de 3 filtros de diferentes malhas, que retiram as particulas de cera e outros
detritos e em seguida sendo depois colocado em recipientes em aco inoxidavel com torneira
na parte inferior, onde fica de 30 a 60 dias a decantar, de modo a que as particulas mais
pequenas de detritos fiqguem a superficie. Recolhe-se essas particulas para frascos de mel
que poderéo ser filtrados mais tarde. O restante mel é enfrascado utilizando a torneira, em
frascos de vidro previamente lavados, secos na estufa a 60 °C e arrefecidos a temperatura
ambiente. Os frascos cheios sao depois colocados em caixas de cartdo numa sala escura e
a temperatura ambiente. Durante o tempo de decantagdo do mel, recolhe-se a cera da tina
de desoperculagdo e lava-se o material utilizado. Esta cera, e outra que provenha de
guadros danificados ou derretidos por outros motivos, sdo purificadas numa caldeira
especifica para cozer cera, de modo a retirar detritos e prépolis nela misturada. Com o
produto deste procedimento sao feitos “queijos” de cera, que serao posteriormente trocados
por cera moldada (pronta a colocar nos quadros), para cosmética, produgdo de ceras e
outras variadissimas utilizages.

As alcas contendo os quadros centrifugados sé&o depois armazenadas em local escuro e a
temperatura ambiente, de modo a diminuir a deterioracdo da cera por tracas da ordem
Lepidoptera, podendo assim ser recolocada nas colmeias na proxima primavera. Para
diminuir a probabilidade de contagio de uma colmeia pelos quadros crestados, estes séo
lavados em agua morna com lixivia (500 mL para aproximadamente 100 L de agua) e
enxaguados em agua corrente. Entretanto, é retirado o excesso de cera das algas com o
auxilio de um macarico, ou levadas a estufa a cerca de 120 °C. Por fim, é feito uma coluna

de alcas para secar a cera dos quadros, com o auxilio de um desumidificador.



O bom maneio apicola pressupde visitas regulares ao apiario para observacéo e detecéo de
anomalias no comportamento das col6nias. Para isso deve-se observar as colmeias,
principalmente na parte da frente, a tdbua de voo e o solo em redor. Pela quantidade de
abelhas que entram e saem das colmeias infere-se sobre a for¢a da colénia e observando o
namero de abelhas coletoras de pélen e néctar pode aceder-se as diferentes fases do ciclo
biol6gico do enxame, sem ser necessario abrir a colmeia. A presenca de sujidade na tabua
de voo ou na parte frontal da colmeia, ou de um grande nimero de abelhas mortas no solo,
indicam uma alteragdo do estado normal da colmeia. Sempre que necessario, deve-se abrir
uma ou mais colmeias, podendo, ou ndo observar-se os quadros um a um. E também
importante manter o apiario limpo e impedir que a vegetacdo cresca perto das colmeias,
para diminuir a possibilidade de entrada de outros animais para estas.

Depois da cresta, foi efetuada a avaliacdo da infestacdo das coldnias por acaros do género
Varroa, de modo a saber qual o melhor modo de acdo para o combate a este parasita. De
seguida, foram colocados os farmacos de combate ao parasita em cada coldnia, sendo feita
a contagem de queda de Varroas a cada 22, 42 e 62 feira de modo a avaliar a eficicia dos
primeiros.

De 21 de outubro a 2 de dezembro de 2011, foi feita a recolha do material presente nos
tabuleiros coletores dos estrados sanitarios, e congelados, de modo a possibilitar um estudo
futuro sobre o pélen presente e colhido pelas abelhas na Tapada da Ajuda, durante esse
periodo.

Com a observacdo das coldnias, foi possivel determinar quais as que necessitavam de
intervencdo, como por troca de um quadro de outra coldnia mais forte ou estreitamento da
entrada na colmeia. As col6nias que morreram por doenca, pilhagem ou outras causas
foram recolhidas, colocadas na estufa a 120 °C e higienizadas.

De modo a colocar de novo as al¢as no inicio da primavera e de apanhar enxames que
sairam das colmeias, foi reparado e preparado o material armazenado. Para além da
higienizacdo das ceras do ano anterior, foi necessério esticar arames de quadros ja
utilizados e colocagdo de cera alveolada nestes. Foi também necessario preparar 0s
ndcleos para enxames mais pequenos.

Para a realizacdo da avaliacdo de todas as colonias do apiéario, foram recolhidas amostras
de aproximadamente 50 a 70 abelhas vivas, da cartolina do tabuleiro do estrado higiénico e
um pedaco de favo com criacdo aberta e operculada de cada uma destas, como sdo

recomendados no Anexo 2 do Programa Sanitario Apicola de 2011.

As amostras foram todas analisadas no LNIV, atual LNIAV, sendo realizada observacdo
direta das cartolinas, com intuito de diagnosticar presenca de acaros (Varroa destructor),

piolhos (Braula coeca), larvas de abelha mumificadas por Ascosphaera sp., larvas de



Galleria mellonella, e ainda outros insetos ou detritos que possam indicar alteracdo do
estado normal da colénia.

A observacdo de favos com criacdo aberta e fechadas permite diagnosticar varroose,
ascosferiose, galleriose, por observacgéo direta a olho nu ou com o auxilio de uma lupa, mas
também de loque americana, por coloracdo com nigrosina e observagcdo ao microscopio
6tico composto (MOC) com ampliagdo de 1000x, do conteddo presente em alvéolos
suspeitos de ter larvas com esta doenca.

As abelhas adultas s8o congeladas de modo a ser possivel manusea-las com mais
facilidade. De seguida, é necessario extirpar a cabeca e o primeiro par de patas. Se
necessario, é possivel recolher hemolinfa da extremidade do térax (Figura 1). Sdo entéo
realizados varios cortes da parte cranial do térax (Figura 2), que sdo colocados 12 horas em
acido lactico, de modo a ocorrer digestdo de musculos, amolecimento da quitina, dilatacao
das traqueias e esclarecimento dos acaros da espécie Acarapis woodi. Em seguida, estes
cortes sdo colocados em laminas e observados ao MOC a amplia¢cdes de 50x e 100x. Por
ultimo, o que resta do corpo da abelha é macerado e observado ao MOC, com o intuito de
observar esporos de Nosema sp.

Para aperfeicoar a técnica dos procedimentos e ter contacto com doencgas inexistentes no
Posto Apicola, foi, no ambito do estagio, prestado auxilio na analise de amostras

provenientes de apicultores de varias zonas do pais.

Figura n.° 1 — Gota de hemolinfa no local Figura n.° 2 — Porg¢édo cranial do térax de
onde foi extirpada a cabec¢a de uma abelha abelhas adultas e restante torax e
adulta (fotografia original, 2012). abddémen (fotografia original, 2012).

Apos este periodo no LNIV, foram realizadas novas avaliacdes de todas as colénias do
Posto Apicola, de modo a saber quais deveriam receber tratamento contra a Varroa sp.
antes de se colocar as alcas. Esta avaliagdo serviu também para saber quais as colonias
com presenca de alvéolos reais que tinham de ser destruidos, e quais eram as colonias

fortes em que era necessério colocar al¢as, diminuindo assim a probabilidade de enxamear.
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No caso de colénias muito fortes, com alvéolos reais bem desenvolvidos e com grande
namero de abelhas, foi feito o desdobramento da colonia. Os quadros da col6nia inicial
foram divididos por dois ninhos, que foram completos com quadros com cera alveolada.

A apanha dos enxames comecou a 6 de marco, continuando ao longo desse més. Consistiu,
na maior parte das situagbes, no corte do ramo ou ramos em que se encontravam as
abelhas, sendo depois colocado no topo de um ninho ou nucleo com quadros, de modo a
que estas la entrassem. Depois de entrarem todas, foi fechada a colmeia e colocada num
local vazio de um suporte. Nos dias seguintes foi aplicado tratamento contra a Varroa e
fizeram-se observacfes sucessivas, no intuito de confirmar a presenca do enxame, da
rainha e mais tarde de ovos.

Foi ainda dado apoio a duas colegas da Escola Superior Agraria de Santarém no inicio dos
seus estagios de Seguranca e Higiene Alimentar (Curso de Especializacdo Tecnoldgica) e
Engenharia da Produgédo Animal (Licenciatura), de modo a integra-las no trabalho diario do
Posto Apicola e obterem um conhecimento basico sobre apicultura. Foi prestado também
apoio na recec¢do de voluntarios, explicacdo e organizagéo das tarefas destinadas a estes.

Durante todo o estagio auxiliou-se a venda do mel produzido no Posto Apicola.

Por fim, jA depois de terminar a parte pratica no Posto Apicola, participou-se no Curso
Técnico de Apicultura realizado pela DGAV, juntamente com colegas de DIVs de varias
zonas do pais e de técnicos de associacdes de apicultores.



3. Revisdo bibliogréafica

3.1 - Producéao Apicola Nacional — Panorama atual

A apicultura é uma atividade ligada a agricultura e, em Portugal, existem apenas alguns
apicultores com esta atividade como Unica ou principal fonte de rendimento. Embora tenha
como o seu principal interesse a producdo de produtos oriundos da colénia (mel, cera,
prépolis, etc.), o papel das abelhas como polinizadoras, aumentando a diversidade da flora e
a produtividade de explorac@es fruticolas tém um maior impacto nha economia do nosso pais
(Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas [MADRP], 2010).

Para ser apicultor ndo é preciso ter terreno, podendo alugar ou pedir uma autorizacao para
colocar colénias em terrenos comunitarios ou particulares, o que permite a certas pessoas
ter abelhas suficientes apenas para produzir mel para autoconsumo, sem necessidade de

grande especializacdo na area (MADRP, 2010).

Segundo dados recolhidos em 18 paises europeus, de 1965 a 2005, o numero médio de
colmeias aumentou de 1965 a 1985 (+ 16,2%), mas diminui de 1985 a 2005 (-16,1%), sendo
que esta diminuicdo foi em grande parte na Europa Central. O nimero de apicultores néo
apresentou variacdo de 1965 a 1985 em toda a Europa, devido ao grande aumento na zona
mediterranica e Escandinavia, que compensaram a diminuicdo na Europa Central. Entre
1985 e 2005, o numero de apicultores diminuiu em toda a Europa (-31,4%) (Potts et al.,
2010).

Em 2010, estavam 17 291 apicultores registados em Portugal, com um total de 38 203
apiarios e 562 557 coldnias, o que traduz um aumento quando comparado com 0s nameros
de 2007 (15 267, 32 685 e 555 049, respetivamente). O Centro era a regido do pais onde se
situavam o maior numero de apiarios (38%) e o Algarve e Alentejo as regides onde se
encontravam o menor numero de apicultores, mas onde se localizavam os apicultores com
maior nimero médio de coldnias (108,5 e 59,5 coldnias por apicultor, respetivamente). Os
apicultores nacionais tinham em média 2,21 apiarios e 32,5 col6nias, sendo que apenas as
duas regifes anteriormente citadas apresentavam valores acima desta média. Ainda nesse
ano, 96,6% dos apicultores eram considerados ndo profissionais (detinham menos de 150
colénias cada), representando 61,8% do total das colénias nacionais. Os apicultores
profissionais (que possuem mais de 150 colmeias) representam apenas 3,4% do total, mas
as suas exploragdes contém 38,2% do efetivo nacional (MADRP, 2010).

De todas as colbnias existentes em Portugal em 2010, 10,6% diziam respeito a corticos
nucleos, sendo que o resto era na maioria do modelo Lusitana, Reversivel e Langstroth
(MADRP, 2010).



Assim, a apicultura nacional teve como Valor Bruto da Producdo médio (VBP) mais de 49
milhdes de euros em 2010, o que representa cerca de 1,9% do total de toda a producgéo
animal nacional de 2009 (MADRP, 2010).

O principal problema atual sdo as doencas das abelhas que tém dizimado as colonias
destes “pequenos” apicultores, que pouco ou nada sabiam do assunto. Assim, o papel do
apicultor € cada vez mais importante na manutencéo e vigilia das abelhas e na prevencao e
controlo das doencas, de modo a aumentar a producdo melifera, mas também impedir a
diminuicdo da polinizacdo, o que pode levar ao desaparecimento de espécies da flora no
nosso territério (MADRP, 2010).

Para controlo e erradicacdo das doencas de declaracdo obrigatéria das abelhas, foram
criadas as “zonas controladas”, onde se procede a um controlo sistematico das doencas
realizado por uma entidade gestora reconhecida pela DGAV (MADRP, 2010). As doencas
de declaracdo obrigatoria a nivel nacional sdo: Loque americana, Loque europeia,
Acarapisose, Varroose, Aethinose por Aethina timida, Tropilaelapsiose por Tropilaelaps sp.,
e apenas em zonas controladas a Ascosferiose e Nosemose (Decreto-Lei n.° 203/2005,
2005).

Todo o transito de abelhas, enxames, colénias e/ou os seus produtos e qualquer material
destinado a apicultura para dentro de uma zona controlada, carece de uma autorizagédo

prévia da autoridade sanitaria nacional (MADRP, 2010).

3.2 - Biologia da Abelha

A abelha doméstica, Apis mellifera, € um inseto da ordem Hymenoptera, da familia Apidae e
sub-familia Apinae. Das 20 mil espécies diferentes da familia a que faz parte, a Apis
mellifera é a espécie que mais intervém na polinizacdo da flora. S&o insetos sociais que
vivem em colonias com varias castas (rainha, obreiras e zangaos) (Ramos & Carvalho,
2007).

Encontram-se a maior parte do tempo em abrigos ha natureza ou em colmeias e corticos.
Numa colmeia podemos encontrar de 10 000 (no inverno) a 50 000 ou mais abelhas (no
verao), sendo que apenas uma é rainha. Podem existir de 200 a 1000 zangaos e o restante
trata-se de obreiras (Godinho, 2012).

Como qualquer inseto, a abelha doméstica apresenta um exaosqueleto revestido por quitina e
o corpo dividido em cabeca, térax e abdémen. E de referir que tanto o térax, como o
abdémen sado constituidos por varios segmentos, unidos por membranas (Pereira, Lopes,
Camargo & Vilela, 2003).

O ciclo de vida da criacdo (Tabela n.° 1) e da abelha adulta (Tabela n.° 2) depende do tipo
de casta, o0 que vai influenciar o ciclo de vida de alguns agentes patogénicos, como € o caso
da Varroa (Cicco, 2001).



Tabela n.° 1 — Ciclo evolutivo da criacdo de Apis mellifera (Adaptado de Cicco, 2011).

Tempo de vida

da criacédo Obreira Rainha Zangao
1° ao 3°dia Ovo Ovo Ovo
3° dia Eclosao do ovo Eclosao do ovo Eclosao do ovo
3% ao 8°dia Larva Larva Larva
8° dia Larva Célula operculada Larva
8°ao 9°dia Célula é operculada Larvatece o casulo  Célula é operculada e

e larva tece o casulo

larva tece o casulo

10° ao 10°1/2 Pré-pupa Pré-pupa Larva termina de tecer o
dia casulo

11° dia Pré-pupa Pupa Pré-pupa

12° dia Pupa Pupa Pré-pupa

16° dia Pupa Inseto adulto Pupa

21° dia Inseto adulto - -

24° dia - - Inseto adulto

O tempo que demora ser encerrado o alvéolo onde se encontram as larvas e o tempo que
assim permanecera, pode aumentar a probabilidade da entrada de Varroas para esse
alvéolo, assim como as posturas que irdo acontecer até ser desoperculado (Godinho, 2009).
Depois de sair do respetivo alvéolo, a abelha desempenha varias funcdes dependendo da
sua idade (Tabela n.° 2), o que leva a estar mais ou menos exposta ao parasita (Cicco,
2001).

A rainha pode chegar a p6r 1500 a 2000 ovos por dia na fase mais ativa da postura, sendo
essa a sua principal funcdo. Pode ter uma longevidade de 5 anos, embora seja
habitualmente substituida por outra nova ao fim de 2 a 3 anos, naturalmente ou pelo
apicultor. Como esta é a progenitora de todas as obreiras, irA transmitir-lhes o seu
patriménio genético e respetivas caracteristicas comportamentais a col6nia. Assim, é
diretamente responsavel por véarias caracteristicas intrinsecas a colonia, tal como a coesao

do enxame, a intolerancia a outras rainhas e mesmo o instinto de limpeza (Neto, 2009).




Tabela n.° 2 — Ciclo evolutivo da abelha adulta Apis mellifera (Adaptado de Cicco, 2011).

Tempo de

vida adulta

Obreira

Rainha

Zangao

1° ao 3°dia

4° dia

5% dia

5% ao 6° dia

8% ao 12°dia

13° ao 19° dia

21° ao 30°dia

31°dia

31° ao 45° dia

55° dia

720°a01450° dia

Incubacgéo e limpeza

da colmeia

Alimentacao das

larvas

Alimentacao das

larvas

Alimentacao das
larvas, producao de
geleia real e primeiros

VOQS para o exterior

Producao de geleia

real e cera

Protecao da colmeia

Protecdo da colmeia

Protecéo da colmeia

Coleta de pdlen e

néctar

Morte

Rainha jovem

Rainha jovem

Voo nupcial

Rainha é alimentada

Ganho de peso

Inicio da postura

Postura

Postura

Postura

Postura

Postura, possivel

enxameacao e morte

Vive s6 na colmeia

Primeiros voos para o

exterior

Procura da rainha

para acasalamento

Procura da rainha

para acasalamento

Procura da rainha
para acasalamento ou

morte ao acasalar

Procura da rainha
para acasalamento ou

morte ao acasalar

Procura da rainha
para acasalamento ou

morte ao acasalar

Morte
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3.3. - Doencas das abelhas

Existem vérios organismos que podem afetar a vida da abelha doméstica, tanto diretamente,
como alterando a qualidade da cera e do mel produzido na colmeia (Jean-Prost, 1987). Na
fase larvar séo afetadas principalmente por afecdes bacterianas (Loque americana e Loque
europeia), fungos (Ascosferiose) e virais; e na fase adulta por doencas infligidas por
protozoarios (Nosemose), acaros (Varroose e Acarapisose) e insetos (Ramos & Carvalho,
2007).

Das doencas de declaragcdo obrigatéria, a Tropilaelaps e a Aethinose ndo sé&o
diagnosticadas em Portugal, sendo que a ultima n&o foi diagnosticada na Unido Europeia
(Quintans, 2012), com excecdo de um caso esporadico detetado em rainhas importadas
para o territério nacional, oriundas do Texas, o qual foi rapidamente detetado e extinguido
(Silva, 2011a).

A doenga mais comum em Portugal € a varroose, sendo que apenas algumas ilhas do
arquipélago dos Acores estdo livres deste acaro. A loque americana, a acarapisose, a
ascosferiose e a nosemose sdo também doencas com diagnostico frequente no nosso
territério (MADRP, 2010).

No ambito do Programa Apicola Sanitario de 2006, foi realizado o Rastreio Apicola Nacional
(RAN 2006) entre marco e setembro desse ano. Visto haver cerca de 30 500 apiarios
registados na base de dados do INGA, para obter uma prevaléncia esperada de 50%, indice
de confianca de 95% e erro de 4%, a amostra aleatéria simples foi de cerca de 600 apiarios.
Foram assim selecionados 656 apiarios distribuidos nas 7 Direcfes Regionais de
Agricultura. A taxa de cumprimento do rasteio (RAN 2006) foi de 63%, com 356 apiarios
amostrados. O parasita mais encontrado foi o 4caro Varroa destructor, diagnosticado em
27,0% (IC 22,4 — 31,6%) dos apiarios. Seguiram-se a senotainiose com 19,8% (IC 15,6 —
23,9%) e a nosemose com 18,8% (IC 14,8% - 22,9%) das amostras positivas. Em menores
percentagens foram diagnosticadas a ascosferiose (3,7%; IC 1,7 — 5,6%), a loque americana
(2,3%; IC 0,7 — 3,8%), a amebiase (2,3%; IC 0,7 — 3,8%), a galeriose (1,1%; IC 0,03 — 2,2%)
e a acarapisose (0,3%; IC > 0 — 0,8%). Nao foi realizada a identificacdo da loque europeia e
da cria ensacada (virus) (Santos, Vaz, Braganga, Valério & Quintans, 2007).

Segundo dados de 2008 a 2010, foram rececionadas e processadas 7130 analises
laboratoriais, durante esse periodo, no Servico de Patologia Apicola do LNIV. Em amostras
de abelhas adultas, ocorreram 2805 casos positivos para as diferentes doencas das
abelhas, contra 679 negativos. Na criacdo, o nUmero de casos negativos superou o de
positivos (1471 positivos para 2048 negativos). E na andlise de cartolinas, 58 foram
positivas e 79 negativas. Analisando os dados ao longo destes trés anos, concluiram que a
percentagem de casos positivos para varroose diminui, tanto nas abelhas adultas como na
criacdo (de 48,5% para 25,5% e de 40,2% para 22,8%, respetivamente). Com o

aparecimento do agente Nosema ceranae, aumentaram os casos de nosemose, de 2008
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para 2010 (15,5% para 23,7%) (Silva, 2011b). Visto estes valores ndo serem resultado de
amostragem aleat6ria, ndo séo representativos do panorama nacional, mas permitem uma

ideia geral das doengas que mais afetaram as abelhas durante esse periodo.

3.3.1 - Loque americana e loque europeia

A logue americana tem como agente patogénico o Paenibacillus larvae (bactéria), apenas
afeta as abelhas na fase imatura e €& muitissimo contagiosa, dai ser necessario uma
intervencao rapida em caso de suspeita. E aconselhado destruir e desinfetar com acéo de
calor, todo o material proveniente de coldnias infetadas com esta doengca, de modo a
destruir os esporos da bactéria. A infecdo inicia-se com a ingestao de esporos pelas larvas,
gue irdo germinar e multiplicar-se muito rapidamente no seu intestino. Apesar da larva
continuar a evoluir e poder mesmo chegar ao estado de pupa, acaba por morrer, passando
da cor branca pérola para um castanho cada vez mais escuro. Os seus tecidos sofrem
liquefagdo, sobrando apenas uma substancia pastosa no alvéolo, podendo conter de 5 a 10
milhdes de esporos, que podem manter a infe¢cdo durante décadas. Na tentativa de limpar o
alvéolo contaminado, as obreiras irdo ficar também elas contaminadas e espalhar esporos
da bactéria noutros alvéolos (Confederagéo dos Agricultores de Portugal [CAP], 2007)

Para além desta substancia pastosa que fica aderente as paredes dos alvéolos, um dos
outros sinais desta doenca é a chamada criagdo em mosaico ou salteada, embora nédo seja
patognomonico. Quando a quantidade de criacdo afetada é grande, é possivel detetar-se
um cheiro nauseabundo a podre, mesmo sem abrir a colmeia. Uma das formas simples de
diagnosticar esta doenga, embora ndo seja fiavel, consiste na introducdo de um estilete ou
um palito em alvéolos suspeitos, retirando-o de seguida. Caso haja loque americana, a
substancia pastosa ira ficar aderente ao palito, formando um filamento de varios centimetros
(Figura 3) (CAP, 2007; Direcao Geral de Veterinaria [DGV], 2008).

Figura n.° 3 — Sinal tipico de loque americana: filamento pastoso (fotografia original, 2012).
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Outro meio de diagndstico presente no mercado consiste num teste rapido (ELISA), cuja
embalagem fornece todo o material necessério para realizar um macerado de abelhas,
obtendo um resultado em 1 a 3 minutos (Vita Europe, 2012).

A profilaxia consiste principalmente na observagdo regular das colmeias e no cuidado de
higiene do material apicola utilizado no apiario. E aconselhado a troca de ceras velhas.
Como esta doencga ndo tem tratamento, resta apenas ao apicultor a destruicdo de todo o
conteudo da colmeia (CAP, 2007; DGV, 2008).

A loque europeia é causada pela bactéria Mellisococcus pluton e encontra-se em todo o
Mundo. Esta doenca € semelhante a loque americana, embora seja considerada menos
perigosa e ndo seja diagnosticada tantas vezes no nosso territorio. Ao fazer o teste com o
palito, neste caso ndo se forma filamento e o cheiro néo é tao forte, o que diferencia as duas
bactérias (CAP, 2007).

3.3.2 - Ascosferiose

O fungo Ascosphaera sp. é responsavel pela mumificacdo de larvas brancas (caso haja
apenas micélios de um sO sexo) e pretas (caso haja formacdo de ascocistos), inchando
numa fase inicial, mas retraindo numa fase mais avancada, ficando duras, com consisténcia
de giz (Pires, Josa & Costa, 2005).

Os esporos deste fungo podem ficar inativos nas ceras, podendo criar uma nova infecéo 15
anos depois da infe¢do inicial. Estes esporos séo ingeridos pelas larvas ao 3° ou 4° dia de
vida, que irdo germinar no seu intestino (CAP, 2007), e causar-lhe a morte dois dias apés
operculacao, no estado de pré-pupa (Pires, Josa & Costa, 2005).

O diagnéstico desta doenca € relativamente facil, pois podem ser observadas larvas
mumificadas no exterior da colmeia, na tdbua de voo (Figura 4), ou mesmo ainda nos
alvéolos (Figura 5) (CAP, 2007).

O apicultor é o principal responsavel pela contaminacao de colénias por este fungo, sendo
gque zangaos e abelhas perdidas ou em pilhagem tém apenas uma pequena contribuicdo na
disperséo desta doenga (Puerta, Flores, Ruiz, Ruz & Campano, 2001).

Para prevenir a ascosferiose, é necessario especial cuidado na higiene dos equipamentos
utilizados no apiario e devem-se colocar as colmeias elevadas em relagdo ao solo e fazer
uma observagdo regular. Esta doenga aparece principalmente em casos de stress na
colmeia, como por falta de alimento ou devido a outra doenca. Para combater este fungo &
aconselhado reforgar as coldnias fracas e impedir que a humidade no interior da colmeia
seja elevada, por exemplo colocando um estrado sanitario, permitindo melhor arejamento no
interior desta (CAP, 2007). Podem também ser selecionadas rainhas com comportamento
higiénico mais apurado, tanto por inseminacao artificial como por fecundacao natural (Pires,
Josa & Costa, 2005).
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Figura n.° 4 — Larvas mumificadas por Figura n° 5 — Larvas mumificadas por

Ascosphaera sp. na tabua de voo de uma Ascosphaera sp. no interior de alvéolos

colmeia (fotografia original, 2011). (fotografia original, 2012).

3.3.4 - Doencas provocadas por virus

Vérios tipos de virus, como o Deformed wing virus — DWV (virus RNA da familia Iflaviridae),
podem afetar as abelhas, principalmente no estado larvar, embora na sua maioria nao
causem grandes danos por eles proprios. Em casos de virose, a criagdo pode aparecer
numa espécie de saco cheio de liquido, e que mudam de cor branca pérola, para amarelo
palido. Como ndo ha tratamento especifico para este tipo de doengas, o seu combate
consiste, mais uma vez, na observagdo da criagdo, na troca de ceras e na higiene do
material apicola (CAP, 2007; Yafiez, 2012).

A maioria dos virus que afeta as abelhas é transmitida pelo Varroa destructor (The Food and
Environment Research Agency, 2010).

3.3.5 - Nosemose

Ao contrario das doencas acima descritas, a nosemose € diagnosticada na abelha adulta
(CAP, 2007). Encontra-se em varios paises europeus, tendo sido diagnosticada na sua
grande maioria (Loncaric et al., 2007; Budge, 2008; Thrasyvoulou, 2008) e é causada por
microsporidios Nosema sp., podendo afetar apenas algumas colénias, ou mesmo o apiario
inteiro (Budge, 2008).

Ocorre sazonalmente, principalmente no fim do inverno e principio da primavera em coldnias
mais fracas (L’Association Canadienne des Professionels de L’Apiculture, 2008). Estes
agentes vivem no intestino médio da abelha, causando-lhe abdémen dilatado e convulsivo, e
dificuldade de voo. A presenca de diarreia nas paredes da colmeia também é comum num
estado avancado da doenca (DGV, 2008).

Os esporos produzidos por estes microsporidios sdo muito resistentes, podendo sobreviver
varios anos no interior de uma colmeia (CAP, 2007). Em condigfes 6timas, entre os 30 °C e
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0s 34 °C, pode concluir um ciclo evolutivo em 3 a 4 dias, comecando pela ingestdo de
esporos por abelhas adultas, que irdo germinar no seu intestino, destruindo-o. Mais tarde,
irdo ser produzidos novos esporos que irdo ser libertados nas fezes de abelhas doentes
(Jean-Prost, 1987).

N&o havendo tratamento homologado em Portugal para esta doenca, devem ser tomadas
precauc¢des para diminuir 0 seu aparecimento no apiario. Para isso, as colonias ndo devem
ser colocadas em locais muito sombrios e hdimidos (CAP, 2007). Tem sido associada ao
colapso de colbnias, devido a morte da criacdo mais rapida do que a postura realizada pela
rainha (Higes et al., 2008).

Desde o aparecimento da Nosema ceranae em Portugal, tém aumentado o numero de
casos desta doenca no nosso territorio (Silva, 2011b).

Vérias substancias foram relatadas como eficazes na luta contra esta doenca, como
fumagilina (antibiético), Protofil® (mistura de estratos de plantas, vitaminas e
oligoelementos), acido formico, xarope de timol e alho, Nozevit® (solu¢do com polifendis
extraidos de plantas) e Vita feed gold®, com o intuito de combater diretamente o agente, ou
simplesmente fortalecendo a colénia (Jean-Prost, 1987; Thrasyvoulou et al., 2008; Gajger,
Kozaric, Berta, Nejedli & Petrinec, 2011).

3.3.6 - Braulose

O piolho da abelha (Braula coeca) é considerado parasita por alguns autores, mas comensal
por outros. Na realidade, ndo provoca muitos danos quando se encontra em pequenas
guantidades, mas se houver um numero significativo de piolhos nas abelhas adultas pode
levar a diminuicdo da producé@o e no caso da rainha, a diminuicdo de postura. Este inseto
encontra-se a maior parte do tempo no térax de abelhas adultas, pondo ovos na superficie
do mel operculado. Apdés o nascimento das larvas, estas escavam galerias, de cor
esbranquicada, na cera (Jean-Prost, 1987).

Embora néo seja dada grande importancia a este piolho, foi 0 agente mais encontrado nas
cartolinas apresentadas no LNIV entre 2008 e 2010 (Silva, 2011b). Apesar de néo haver
tratamento especifico, suspeita-se que os acaricidas utilizados contra a Varroa também
matem este inseto. A prevencdo continua a ser o melhor meio de combate, mantendo as
colonias fortes e com alimento todo o ano, sendo assim negligenciavel os efeitos da

braulose nestas colonias (Edinburgh and Midlothian Beekeepers’ Association, 2009).

3.3.7 - Parasitismo por tracas da cera

A Galleria mellonella, também conhecida como grande fausse-teigne ou greater wax moth,
tanto como a Achroea grisella, la petite fausse-teigne ou ainda lesser wax moth, néo

provocam danos diretos na abelha adulta, mas sim na criacdo por destruirem a cera do
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ninho. No seu estado larvar, estas tracas cavam galerias na cera de colmeias vazias,
povoadas ou mesmo armazenada, contendo polen (Jean-Prost, 1987; Hamida, 2001).

A primeira encontra-se espalhada por quase todo o mundo, enquanto a segunda, com
desenvolvimento mais dependente da temperatura ambiente, sobrevive apenas em climas
temperados e tropicais. As larvas de Achroea sdo semelhantes as da Galleria, mas de
tamanho mais pequeno (Hamida, 2001)

Para combater estas tracas, Jean-Prost (1987) aconselhava o uso de enxofre nas colmeias
armazenadas. A manutengcdo de colmeias fortes e a selecdo de rainhas com boas
caracteristicas higiénicas, também impede a entrada destes seres na colonia (Hamida,
2001).

Séo utilizados varios inseticidas, como o paradiclorobenzeno, o 4cido acético, o didxido de
enxofre e a naftalina. Também séo utilizados meios de controlo biol6égico como o Bacillus
thuringiensis e a planta do absinto (Artemisia absinthium) (Hamdan, 2009).

Em Portugal, apenas o0os medicamentos de uso veterindrio contra a varroose estdo

homologados.

3.3.8 - Senotainiose

A Senotainia tricuspis também €& endoparasita da abelha doméstica, ocorrendo
principalmente na regido mediterrénica, durante o verdo quando ha maior quantidade destas
moscas. Trata-se de um inseto viviparo, sendo que a fémea ataca abelhas prestes a
levantar voo, depositando-lhe uma ou duas larvas, que irdo penetrar pela fina membrana
entre a cabeca e o térax (Hamida, 2001).

As larvas irdo permanecer nos musculos toracicos, alimentando-se de hemolinfa mas sem
se desenvolver. Apenas apés a morte da abelha as larvas comegam a alimentar-se dos
tecidos solidos, continuando o seu desenvolvimento. Depois de 6 a 10 dias da morte do
hospedeiro, as larvas penetram no solo onde passam para o estado de pupa, hibernando no
solo até ao proximo verdao. O diagnéstico € laboratorial ou por emergéncia de larvas da
mosca em abelhas mortas (Silva, 2011c).

Até 90% da colmeia pode estar infetada com larvas de Senotainia, sendo assim importante
0 seu combate, sendo na sua maioria por maneio apicola, como cobrir 0 solo pro6ximo das
colmeias e néo deixar abelhas mortas ao seu redor (Palmeri et al., 2003, citado em
Courtney, Pape & Skevington, 2009; Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Regioni Lazio
e Toscana, 2010).

Em 2009, 10,2% das amostras (abelhas adultas) colhidas de 1912 apiarios em Portugal,
foram positivas para este parasita, sendo diagnosticado principalmente em julho e setembro
(Pires, Cadavez & Valério, 2011).
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3.3.9 - Acarapisose

A prevaléncia da acarapisose (Acarapis woodi) tem vindo a diminuir bastante desde que se
comecou a tratar, sistematicamente, todas as coldnias contra a Varroa. Na sua maior parte,
apenas abelhas vindas de locais livres de varroose (e, por isso, em que ndo se utilizam
acaricidas), apresentam este parasita, como a ilha de Sdo Miguel nos Acores, sendo as
grandes responsaveis pelas amostras positivas recebidas no LNIV entre 2008 e 2010 (Silva,
2011b).

O acaro (Figura 6) ainda foi encontrado em 2006 na zona de Poitiers, em Franca, mas em
guantidades infestantes consideradas nédo alarmantes: 5 das 475 amostras foram positivas
(Jillson, 2006).

Figura n.° 6 — Acaro da espécie Acarapis woodi observado ao MOC com ampliag&o de 40x

(fotografia original, 2012).

3.3.10 - Varroose
3.3.10.1 - Biologia da Varroa destructor

Hoje em dia, a varroose € a doenga das abelhas que mais afeta o setor apicola. Este &caro
é considerado como um dos principais culpados do desaparecimento de col6nias na Europa
e nos EUA (Le Conte, Ellis & Ritter, 2010). Por isso, o futuro da apicultura em Portugal tem
de se basear em profissionalizacdo de todos os intervenientes do setor, unindo-os de forma
a combater eficazmente esta doenca (Pires, 2004).

Apesar da obrigatoriedade de registo, e da distancia minima entre apiarios ser de 400 m (de
11 a 30 colmeias moveis) ou de 800 m (de 31 a 100 colmeias moveis) (Decreto-Lei n.°
203/2005, 2005), isto nem sempre acontece, o que dificulta o trabalho da autoridade

sanitéria e aumentando a disperséo do parasita (Quintans, 2012).
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Figura n.° 7 — Abelha parasitada por acaro Figura n.° 8 — Abelha morta recolhida em
da espécie Varroa destructor (fotografia tabuleiro sanitario, com varias varroas

original, 2011). (fotografia original, 2011).

—
."‘fj‘

Esta doenca € provocada pelo acaro Varroa destructor, da Familia Varroidae. A Varroa vive
exclusivamente como parasita externo da abelha (Figura 7), alimentando-se da sua
hemolinfa. As fémeas (Figura 8) tém corpo oval achatado, de cor castanho-avermelhado, e
dimensdes de cerca de 1,6 x 1,1 mm (Murilhas & Casaca, 2004).

O macho é de cor mais clara, tem o corpo mais pequeno, mas patas mais compridas que a
fémea, apresentando assim um dimorfismo sexual acentuado (Shapiro, 2011). As fémeas
apresentam também uma armadura bucal (Figura 9) que Ihes permite sugar a hemolinfa das
abelhas através do seu revestimento quitinoso, tornando-as débeis e aptas a contrair outra

doenca, diminuindo o seu tempo de vida (Rosenkranz, Aumeier & Ziegelmenn, 2010).

Figura n.° 9 - Fémea de Varroa destructor na cabec¢a de uma larva de abelha (Martin, 2010).
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Estes acaros tém um ciclo de vida (Figura 10) caracterizado por ter uma parte externa ao
alvéolo (fase forética), em que se encontra na abelha adulta a sugar a hemolinfa, podendo
passar para outra abelha de outra colmeia, e uma parte interna em que suga a hemolinfa da
larva/pupa, onde se desenvolve e reproduz (fase reprodutiva) (Jean-Prost, 1987).

A fémea adulta entra num alvéolo ndo operculado onde se ird alimentar de hemolinfa da
larva, com o objetivo de realizar a postura de ovos e se reproduzir, pouco depois da
operculacao (Figura 11) (Murilhas & Casaca, 2004). A operculacdo ocorre por volta do 9° dia
de vida da abelha, e o primeiro ovo (haploide) d& origem a um acaro macho por volta do 11°
dia. A cada 30 horas nasce uma nova fémea (diploide), que ir4 acasalar com este macho,
gquando ambos estiverem férteis (Godinho, 2009).

O acaro fica fértil logo apds a ultima muda, sendo que o macho atinge a maturidade sexual
cerca de 20 horas antes da primeira fémea (Rosenkranz, Aumeier & Ziegelmenn, 2010).

Na abelha obreira, o alvéolo fica operculado cerca de 11 dias, apenas duas fémeas irdo ser
fecundadas e outra podera sair fértil. No caso do zangao, o alvéolo fica operculado cerca de
14 dias, ha possibilidade de trés fémeas serem fecundadas e outra ficar fértil nesse tempo.
Dai haver preferéncia do 4caro para o alvéolo de zangado (mais largo que o de obreira)
(Godinho, 2009).

Este facto é exacerbado pelo maior nUmero de abelhas que visitam estes alvéolos, por ser
necessario maior quantidade de alimento para o zangdo, e por haver maior libertacao de
feromonas por parte destes do que das obreiras, o que atrai a Varroa (Silva 2010). Com a
desoperculacao, termina o desenvolvimento dos acaros e as fémeas imaturas e os machos
irdo morrer pouco tempo depois. Em casos de colénias muito infestadas de Varroa, é
possivel que entre mais do que uma fémea por alvéolo, possibilitando cruzamentos entres
acaros que ndo sejam irmaos (Murilhas & Casaca, 2004). As fémeas adultas irdo sair do
alvéolo no corpo de uma abelha adulta, ou irdo simplesmente para outro alvéolo vizinho.
Estas podem sobreviver até 10 dias na colmeia, e de algumas horas a 9 dias no exterior,
consoante a temperatura e humidade ambiental (Jean-Prost, 1987).

Como o aquecimento global, os invernos tém sido cada vez mais curtos e menos rigorosos,
0 que permite a permanéncia de criagdo na colmeia durante mais tempo ou mesmo 0 ano
inteiro. Este fator leva a possibilidade de reproducéo do Varroa durante todo o ano e dificulta

0 seu combate (Murilhas, 2008).
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Figura n.° 10 - Fase reprodutiva e forética do ciclo de vida da Varroa (adaptado de

Rosenkranz, Aumeier & Ziegelmann, 2010).

Reproducéo e acasalamento

ﬁ no alvéolo operculado

Invasdoe do
alvéolo
desoperculado
com criacéo

Forética

Disseminacéo entre
abelhas descrientadas
e em pilhagem

Figura n.° 11 — Ciclo de vida da Varroa destructor (adaptado de Allsop, 2006).
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3.3.10.2 - Sinais, consequéncias da varroose e 0 seu diagnostico

Quando o numero de acaros € baixo, a colonia ndo apresenta sinais do parasitismo. No
entanto, se a infestacdo for grande, as consequéncias podem ser nefastas e haver grandes
alteracdes no numero de abelhas e criacdo. Se 0 maneio apicola for insuficiente, o numero
de Varroas irda aumentar até ao ponto em que a colénia ird apresentar sinais graves de
desorganizacdo social e poderd abandonar a colmeia ou mesmo colapsar (Murilhas &
Casaca, 2004).

Um dos primeiros sinais consiste no aparecimento de obreiras com asas deformadas. Isto
deve-se a introducdo, direta ou indireta, do deformed wing virus (DWV) pelo &caro. Com o
aumento da infestac@o, aumenta o nimero de obreiras doentes e podem ser vistas algumas
a rastejar em frente a colmeia, sem conseguir levantar voo. Finalmente, a criacdo comeca a
apresentar sinais de diversas doencas (como a loque americana), normalmente controladas
gquando o niumero de Varroas € pequeno. Chega depois a um ponto em que a morte de
obreiras ultrapassa a taxa de nascimento, levando ao colapso da col6nia. Podem decorrer
apenas trés semanas dos primeiros sinais a este ponto (Calderone, 2002b).

Assim, a Varroa provoca danos diretos e indiretos no seu hospedeiro. O &caro provoca
diretamente malformacgdes e diminuicdo do tempo de vida média da abelha, e indiretamente
possibilita a contaminagéo da abelha afetada, por outras doengas. A diminuicdo do niumero
de obreiras na colmeia ir4 diminuir a sua capacidade de limpeza, o que no caso de presenca
de ascosferiose ira aumentar a sua prevaléncia na criagcdo. O &caro pode também
transportar na sua cuticula esporos de Paenibacillus larvae, agente da loque americana.
Outro dos sinais também observados diz respeito a diminuicdo de produgdo, mas passa
muitas vezes despercebido aos olhos do apicultor (Hoyo & Cabrera, 2004).

Em locais onde € conhecida a existéncia da Varroa, € aconselhado fazer a sua
monitorizacdo a cada 2 meses (situacdo de quase todo o territério Portugués), e deve ser
realizada 2 vezes ao ano em situacdes livres de Varroa (apenas em algumas ilhas do
arquipélago dos Acores) (British Columbia Ministry of Agriculture and Lands [BCMAL],
2008).

O diagnéstico deste parasita pode ser feito a olho nu em abelhas adultas (Hoyo & Cabrera,
2004) sendo de facil execugdo, sem custos, alta especificidade, mas com baixa
sensibilidade, visto que quando a colmeia se encontra no pico maximo de criagdo, se
considera que apenas 15% do numero total de &caros se encontra nas abelhas adultas
(Goodwin & Eaton, 2001).

Podemos determinar o grau de infestacdo da colmeia, observando um nimero ou uma area
certa da criacdo de obreiras ou de zangdos (Figura 12), visto que cerca de 85% dos acaros
Varroa destructor se encontram em alvéolos operculados (BCMAL, 2008). Este teste
apresenta uma alta especificidade e sensibilidade na criagdo de zangaos, ndo apresenta

custos ao apicultor, mas afeta a vida normal da colénia (Goodwin & Eaton, 2001).
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Figura n.° 12 — Varroa destructor em criag@o de zangaos (fotografia original, 2012).

- e s e

Para obter alta sensibilidade e especificidade, mas com baixos custos e sem prejuizo para
as abelhas, pode-se realizar o teste do sugar shake. Este consiste na recolha de cerca de
300 abelhas para um recipiente, onde sera colocado uma colher de sopa de aglUcar em po.
De seguida, deve-se girar o recipiente, de modo a que todas as abelhas fiquem cobertas
com o acUcar, que ir4 provocar a queda dos acaros (aproximadamente 70%) presentes nas
abelhas e aumentar o seu instinto de limpeza. Por fim, com o auxilio de uma rede, deve-se
separar 0s acaros e realizar a sua contagem (Goodwin & Eaton, 2001).

Outro método de diagnéstico é a utilizacdo de estrados sanitarios, que consistem em
estrados que substituem o fundo da colmeia, habitualmente fechado, por uma grelha com
uma gaveta coletora por baixo. Assim, a Varroa cai naturalmente para a grelha e depois
para a gaveta, onde é colocada uma substancia com propriedades adesivas, de modo a nédo
poderem fugir. Por fim, basta recolher a gaveta e fazer uma observacdo direta, podendo
também assim avaliar o grau de infestagdo da colmeia pela contabilizacdo da queda diéria
de acaros Varroa destructor (Serrano, Ruiz & Pires, 2002).

Este método pode ser utilizado normalmente ao longo do ano, ou especialmente no
momento da colocagdo de acaricidas (Murilhas & Casaca, 2004), sendo considerado um
teste altamente sensivel e especifico, mas também moroso e altamente dispendioso
(Goodwin & Eaton, 2001).
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3.3.10.3 - Meios de combate

Os meios de combate a Varroa podem ser de varios tipos, nomeadamente a nivel do
maneio no apiario e restantes infraestruturas, com a utilizacdo de compostos naturais e
guimicos. Como ja referido, esta é a doenca de maior prevaléncia em Portugal e aquela que
causa maiores preocupacdes, dai ser importante o seu controlo.

Embora existam populac@es de abelhas que resistam a Varroa, sem receberem tratamento
durante varios anos, criando um estado de equilibrio entre o parasita e as préprias abelhas
(Locke & Fries, 2011), tal ndo costuma acontecer no nosso pais, principalmente devido ao
clima mediterranico, propicio para o desenvolvimento da Varroa. Isto deve-se ao facto de
haver criacdo o ano inteiro na colmeia, aumentando a velocidade de infestacdo e
multiplicacdo por parte do acaro, principalmente no caso de haver criagdo de zangédo
(Gréfico n.° 1) (Goodwin & Eaton, 2001).

Gréfico n.° 1 — Curva de crescimento teorica da populagédo de Varroa no verdo, na presenca

de criagdo de obreiras e zangaos (adaptado de Goodwin & Eaton, 2001).
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Através do Programa Apicola Nacional, desde 1997 tem sido apoiada uma acdo de luta
contra a varroose. Esta consiste na compra de medicamentos pelo Estado, que
posteriormente os distribui aos apicultores registados. Este fator levou ao aumento do
namero de apicultores registados e a eficacia de tratamento deste parasita a curto prazo.

Desde 2008 que esta distribuicdo passou a ser exclusiva a organizacdes de produtores do
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setor melifero (com excecdo das regifes autbnomas da Madeira e Acores), com o objetivo
de unir apicultores e melhorar esta luta. Por ultimo, foram criadas as zonas controladas, de
forma a monitorizar melhor esta e outras doengas das abelhas (MADRP, 2010).

Para determinar qual(is) o(s) melhor(es) tratamento(s) a aplicar para combater a Varroa, €
necessario ter em conta as condigbes climaticas, os periodos de producdo de mel, o
desenvolvimento da populacdo da propria Varroa e o maneio aplicado no determinado
apiario. Como ndo se pode aplicar substancias que deixariam residuos no mel, apenas
podem ser utilizadas técnicas de maneio para combater a Varroa quando este esta a ser
produzido e armazenado nos alvéolos. Para que a coldnia consiga sobreviver ao inverno, é
importante diminuir o nimero de acaros depois da cresta. Em paises da Europa central, as
colénias sao tratadas em novembro e dezembro, altura em que ndo tém criacdo, tornando
assim mais eficaz o tratamento por ndo haver acaros encerrados em alvéolos. O tipo de
colmeia e o tamanho do apiario também influenciam bastante o tipo de tratamento aplicado,
visto que certas técnicas implicam grande disponibilidade e conhecimentos por parte do
apicultor (Imdorf, Charriere, Kilchenmann, Bogdanov & Fluri, 2003).

Para melhor saber quando atuar para diminuir a presenca deste acaro, é importante saber
qual o grau de infestagéo da colmeia. Quando a colmeia esta reduzida ao ninho, isto €, ndo
esta a ser armazenado mel para recolha nas alcas, é indicado intervir se forem contados 15
fémeas de Varroa sp. ou mais numa colmeia. Em altura de producdo de mel, ndo é
considerado problema um namero de &caros Varroa destructor inferior a 100 por colmeia e o
tratamento pode ser efetuado apenas ap0s a cresta. Entre 100 a 999 acaros por colmeia, ira
haver um impacto econémico, devendo tratar-se o mais depressa possivel, sendo indicado
uma cresta antecipada. No caso de haver mais de 1000 acaros, a colénia estd em risco
eminente de colapsar. Devem ser retiradas as algas com mel e tratar imediatamente,
voltando a repetir o tratamento no outono. Assim, até considerado um grau de infestacao
baixo se contadas menos de 15 fémeas de Varroa destructor numa colénia em 24h, médio
se forem contadas entre 15 a 999 fémeas e alta se forem contadas 1000 ou mais fémeas
(BCMAL, 2008).

3.3.10.3.1 — Maneio

Podemos controlar esta doenga com diversas técnicas de maneio a nivel genético, bioldgico
e biotecnoldgico.

O maneio genético consiste em utilizar apenas rainhas conhecidas por terem grande aptiddo
de limpeza e protecdo da colonia contra doencas (Osterlund, 2008). Este é utilizado em
varios paises, como os Estados Unidos da América, onde foram desenvolvidas linhas de
abelhas que dispensam da intervencao em relagdo a Varroose nas suas colonias. Isto deve-
se ao maior instinto de limpeza transmitido da rainha as suas filhas, que naturalmente

combatem estes acaros, expulsando-os da colmeia (Rindere, Harris, Hunt & Guzman, 2010).
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O comportamento higiénico pode ser avaliado pela introducdo voluntaria de &caros em
alvéolos de criagdo de obreiras e calcular qual a percentagem foi limpa ao fim de 24h
(Serrano, Pires & Puerta, 2001).

Segundo Rodrigues (2011), a colocagéo de 11 quadros no ninho em vez dos tradicionais 10,
demonstrou que aumenta a area de criagcdo, aumentando assim a temperatura interna da
colmeia. Este fator permite que o ciclo da abelha no alvéolo seja encurtado em 1,5 a 2 dias,
nascendo mais cedo, 0 que leva a que menor quantidade de Varroa saiam do alvéolo
maturas. O facto de aumentar a temperatura da criagdo de 33 °C para 35 °C leva também a
disposicao de alvéolos de zangdo apenas na periferia dos quadros. A reproducdo destes
acaros pode mesmo cessar, caso a temperatura chegue aos 37 °C.

Outro método utilizado consiste em polvilhar as abelhas com acglUcar em p6, de modo a
aumentar o seu instinto higiénico. Trata-se de um método eficaz, sem efeitos secundarios,
pouco dispendioso em termos econémicos, mas dispendioso em termos de tempo e pode
atrair outros insetos para a colmeia, como formigas (Pires, 2005; Hamdan, 2009).

Como estes acaros tém preferéncia pelos alvéolos de zdngdo para se reproduzir, estes
podem ser destruidos, de modo a levar as obreiras a limpar essa area, diminuindo o nimero
de Varroas que acasala. Outro método consiste na colocagdo de um quadro no ninho com
uma lamina de cera contendo alvéolos de zangao (mais largos que os alvéolos de obreiras)
(Figura n.° 13). Assim, aumenta a area de criacdo de zangaos, que devera ser extraida da
colmeia depois de operculada e destruida (Calderone, 2002a).

Foi testado um tipo de colmeia em torre com dois ninhos colocados lado a lado (Figura 14),
contendo cada um deles uma rainha. Uma delas ficando responsavel pela criagcdo de
obreiras e a outra apenas com acesso a quadros com cera alveolada para zangéaos. Foi feita
uma recolha regular dos quadros com criagdo de zangédos operculada, de modo a diminuir a
guantidade de Varroas na colmeia. Este tipo de colmeias apresentou média de queda diaria
de Varroas inferior as colmeias controlo (colmeias utilizadas habitualmente). Este método é
pratico, visto ser facilmente executado durante todo o ano, mesmo na presenca de alcas
(vanEngelsdorp, Gebauer & Underwood, 2009).

Também podem ser utilizados quadros com alvéolos de menor dimenséo, de maneira a
diminuir a possibilidade de crescimento de Varroas juntamente com larvas de abelhas
obreiras (Osterlund, 2008).

O confinamento da rainha apenas a uma parte do ninho pode levar & diminuicdo do niumero
de Varroa destructor, pela diminuicdo da quantidade de criagdo, logo diminuindo também a

possibilidade de reproducédo do &caro (Murilhas & Casaca, 2004).
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Figura n.° 13 — Pormenor da diferenca do tamanho de alvéolo de zangao (a esquerda) e de

obreira (& direita), em lamina de cera alveolada (fotografia original, 2012).

Figura n.° 14 — Colmeia em torre, com dois ninhos e acesso permanente a estes

(vanEngelsdorp, Gebauer & Underwood, 2009).
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A utilizacdo de estrados sanitarios sem a gaveta coletora também diminui o nimero de
Varroa destructor na colmeia, visto que estas caem diretamente para o solo, sem
possibilidade de voltar a subir para os quadros (Serrano, Ruiz, Pires, 2002).

Estudos antigos (1977 e 1990) indicavam que a uma temperatura de 41° C, os acaros
presentes em abelhas adultas morriam em 5 minutos, e se a temperatura dos alvéolos com
criacdo fosse superior a 36,5° C reduziria significativamente a taxa reprodutiva do Varroa
(Grobov, 1977 & Le Conte et al., citados em Colin, 2002).

A DGAV, aconselha medidas complementares a utilizacdo de farmacos, uma adequada
higiene e regular desinfecdo do material apicola, como a substituicdo regular de ceras e
rainhas, a limpeza regular de estrados, e o chamejamento e desinfecdo de outros materiais

(Direcao Geral de Veterinaria, 2011).

3.3.10.3.2 - Medidas naturais

Foram realizados estudos sobre duas espécies de fungos, Hirsutella thompsonii e
Metarhizium anisopliae, foram realizados para avaliar a sua agcdo antiparasitaria sobre a
Varroa. Concluiu-se que eram necessarios, em média, 4,16 dias e 5,85 dias respetivamente,
para atingir 90% de taxa de mortalidade dos acaros (Kanga, James & Boucias, 2002). No
entanto outros autores indicam que trés produtos vendidos na Holanda, que contém
Metarhizium anisopliae e Lecanicillium lecanii, mostraram ser ineficazes na luta contra a
Varroa, aplicados conforme era indicado pela empresa responsavel pela sua distribui¢ao.
Seriam necessérios fungos com melhor desenvolvimento a altas temperaturas, baixa
humidade e de facil aplicacdo para ter eficacia de tratamento alta (Gerristen & Cornelissen,
2006).

3.3.10.3.3 - Compostos de sintese

O tratamento da varroose pode ser realizado utilizando compostos quimicos naturais ou de
sintese quimica.

Os medicamentos de uso veterinario de sintese quimica atualmente homologados em
Portugal tém como principal principio ativo o amitraz (Apivar®) e o fluvalinato (Apistan® e
Bayvarol®), sendo que o cumafos (Perizin®) saiu recentemente do mercado. Apesar disto,
este e outros compostos quimicos proibidos ou homologados em outros paises ainda séo
utilizados frequentemente, como o clorfenvinfos, Klartan® (fluvalinato), Acadrex®
(fenvalerato), permetrina e outras misturas feitas pelos proprios apicultores. O Unico
principio ativo de sintese natural, e por isso 0 Unico que pode ser utilizado no modo de
producdo bioldégica, com medicamentos de uso veterindrio homologados € o timol

(Apiguard® e Thymovar®). Sdo também utilizados clandestinamente 6leos essenciais, &cido
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oxalico, &cido lactico, acido férmico e outros compostos organicos ilegais (Maia, Pereira,
Pires & Murilhas, 2005; Nunes, 2011).

O uso de forma errada destes compostos pode levar a deposi¢do de residuos no mel em
guantidades perigosas para a saude humana (Bogdanov, 2006).

Num estudo realizado em 2010 a 23 amostras de mel & venda na regido da grande Lisboa,
foram detetadas 4 qualidades de mel com valores de pesticidas superiores a 1 pg/g de mel,
sendo que uma dizia respeito a cumafos e as outras 3 a metiocarbe sulféxido (Almeida,
2010).

Mais tarde, em 2012 e também a nivel nacional, ndo foram encontrados residuos de
acaricidas em nenhuma das 42 amostras analisadas. Por outro lado, em 9,7% das mesmas
foram detetadas residuos de antibiéticos, nomeadamente o sulfatiozol (utilizado ilegalmente)
(Belas, 2012).

o Fluvalinato - Apistan®

O Apistan® é um medicamento de uso veterindrio cujo principio ativo é o fluvalinato
(piretroide sintético). E apresentado na forma de tiras de plastico (Figura 15) impregnadas
em principio ativo a 10% (Vita Europe, 2012), contendo 0,8 g de fluvalinato por tira plastica
(Hifarmax, 2012).

S&o colocadas duas tiras por ninho, uma entre o 3° e 4° e outra entre o 7° e 0 8° quadro,
durante 6 a 8 semanas, de modo a cobrir todo o ciclo de vida da Varroa (Murilhas & Casaca,
2004; CAP, 2007; Hifarmax, 2012).

E indicado realizar o tratamento apds a Gltima cresta (no outono) e, se necessario, no inicio
da primavera (Hifarmax, 2012).

A sobreutilizacdo e a utilizacao indevida deste farmaco (utilizacdo em doses inadequadas e
nao respeitando o tempo de aplicacdo) levaram ao aparecimento de resisténcia por parte
dos acaros da espécie Varroa destructor (Murilhas & Casaca, 2004; CAP, 2007).

O modo de disseminacdo do Apistan® € por contacto direto entre as abelhas e as tiras
presentes na colmeia, mas também por contacto entre abelhas, ndo sendo afetado pela
temperatura na colmeia (Vita Europe, 2012). O fluvalinato atua ao nivel do sistema digestivo
dos &caros Varroa, afetando a conducao nervosa pelos canais de sédio (Roberts & Huston,
1999).

Deve ser armazenado ao abrigo da luz direta do sol e em embalagem fechada, para n&o

alterar a eficacia do produto (Hifarmax, 2012).
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Figura n.° 15 — Tira de Apistan® colocada entre 0 3° e 0 4° quadro (fotografia original, 2011).

e Timol - Thymovar®

O Thymovar® tem como principal substancia ativa o timol, presente naturalmente no mel em
concentracdes de até 0,16 mg/kg (European working group for the coordination of research
on integrated Varroa control, 2006), o qual deve ser utilizado sob condi¢cbes ambientais
Otimas, variando a sua eficacia consoante a regido e o clima em que se encontram as
colmeias (Colin, 2002).

Trata-se de um 6leo essencial naturalmente presente no mel, que pode ser obtido da planta
do tomilho. A sua concentracdo varia consoante a variedade de tomilho e 0 modo como é
extraido. A sua eficacia para matar Varroas varia de 66 a 98%, consoante o método de
aplicacao (Goodwin & Eaton, 1999).

Encontra-se na forma de uma esponja celulésica com libertacdo retardada de timol,
colocadas sobre os quadros no ninho (Figura 16) (Murilhas & Casaca, 2005; CAP, 2007).
Cada esponja de Thymovar® contém 15 g de timol (Andermatt BioVet AG, 2007).

Como tem forma de atuag&o por contacto, mas também por evaporacdo, a sua eficacia é
altamente dependente da temperatura na colmeia. Deve ser colocado quando as
temperaturas diurnas se encontram entre os 20 °C e os 30 °C (idealmente entre os 20 °C e
25 °C), sendo que perde eficacia abaixo dos 15 °C. Nao deve ser administrado em
temperaturas acima dos 30 °C visto aumentar o stress e a mortalidade das abelhas. Deve
ser aplicado no inicio da primavera ou, preferencialmente, depois da Ultima cresta (Murilhas
& Casaca, 2005; Andermatt BioVet AG, 2007; CAP, 2007).

Embora o0 modo de acao do timol ndo seja conhecido, acredita-se que afete o acaro Varroa

a nivel do sistema nervoso (Health Canada Pest Management Regulatory Agency, 2010).
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Em ninhos de colmeias Lusitana, é indicado aplicar uma tira de Thymovar® seccionada ao
meio, colocando cada metade em cantos opostos, pousados na parte superior dos quadros
(Andermatt BioVet AG, 2007).

Para ndo haver acumulacdo de timol no mel, o tratamento deve ser aplicado apds serem
retiradas as alcas com mel. O primeiro tratamento deve ser aplicado apos a Ultima cresta
(final do ver&o), devendo ficar na colmeia durante 3 a 4 semanas. Logo apds este periodo,
deve ser efetuado novo tratamento igual ao anterior (Andermatt BioVet AG, 2007).

Este medicamento deve ser armazenado a temperaturas inferiores a 30 °C e nunca devem

ser guardadas embalagens abertas (Andermatt BioVet AG, 2007).

Figura n° 16 — Aplicagdo de Thymovar® Figura n.° 17 — Tiras de Apivar® colocadas no
(Hifarmax, 2010). ninho de uma colmeia (fotografia original,
2011).

e Amitraz - Apivar®

A substancia ativa do Apivar® é o amitraz (amadina), sendo que também se encontra na
forma de tiras plasticas suspensas entre os quadros (Figura 17). Atua de forma mista, por
contacto e sistémico, podendo ser utilizado durante o fluxo de néctar. Embora também haja
resisténcias por parte de Varroa a este composto, regra geral tem uma boa eficacia
(Murilhas & Casaca, 2004; CAP, 2007).

Este acaricida foi utilizado como teste controlo e, tal como o Apistan®, encontra-se em fase
de mudanca para medicamento de uso veterinario.

O modo de libertacdo lenta permite uma eficacia contra a Varroose, sem afetar a vida
normal das abelhas. O modo de ag&o € por contacto direto entre abelhas, apds o contacto
com as tiras plasticas, que sao colocadas entre os quadros do ninho (New Zealand Beeswax
Ltd., 2012b).

O amitraz € um agonista dos a,-adrenoceptores causando um aumento da atividade do
sistema nervoso. Assim, causa a morte dos acaros, mas também o destacamento do

aparelho bucal destes, causando a sua queda do hospedeiro (Roberts & Hutson, 1999).
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Como a taxa de libertacdo do principio ativo ndo é afetado pela temperatura, a aplicacdo de
Apivar® pode ser feita durante todo o ano, mas preferencialmente apos a Ultima cresta, e
possivelmente no inicio da primavera, durante 6 a 8 semanas (New Zealand Beeswax Ltd.,
2012a). Como se degrada em trés a quatro semanas no mel, ndo se encontram residuos
deste acaricida neste (Goodwin & Eaton, 1999), embora ndo seja aconselhada a sua
utilizacdo na presenca de alcas com mel (New Zealand Beeswax Ltd., 2012a).

e Utilizacao de acaricidas em Portugal

Em 2003, 1200 apicultores portugueses referiram que os tratamentos contra a Varroa
utilizados por eles foram: Apivar® (43%), Apistan® (26%), Klartan® (17%), Acadrex® e
outras substancias como o clorfenvinfos e o timol. Em média realizaram dois tratamentos
por ano, colocando o composto de quatro a seis semanas, principalmente no inicio do ano
(janeiro a margo) e depois da cresta (julho a setembro). Destes apicultores, 83%
substituiram 3 quadros com cera velha por cera nova laminada, na primavera (Maia, Pereira,
Pires & Murilhas, 2005). Segundo o Rasteio Apicola Nacional de 2006, nos 208 apiarios em
que foi feita a recolha de dados sobre o maneio, foram identificados 13 diferentes produtos
comerciais contra a varroose, com duracdo média de tratamento de 1 a 2 meses, aplicados

na maioria dos apiarios em Janeiro e Julho (Santos et al., 2007).

e Eficacia no combate a varroose

Chiesa (1991) concluiu que o tratamento de Varroa com timol em po6 tinha, em média, uma
eficacia de tratamento de 96,7%.

Em 1995 e 1996, ja eram referidos casos de diminuicdo de eficicia de tratamento com
Apistan® (fluvalinato) e Apivar® (amitraz) em Itdlia e em Franga (Faucon, Drajnudel &
Fléché, 1995; Lodesani, Colombo & Spreafico, 1995; Faucon, Drajnudel & Fléché, 1996).
Durante 3 anos consecutivos (2003 a 2005) e nos mesmos apiarios, foi testada a eficacia de
Apistan® (fluvalinato) e Apivar® (amitraz), em aplicacbes nos meses de outubro a
dezembro. Os resultados demonstraram que a eficacia de Apistan® diminui de 85%, para
80% e mesmo 60% ao longo destes anos; enquanto o Apivar® apresentou valores de 95%
nos trés anos consecutivos (Al-Ghamdi, 2007).

A eficacia de tratamento do &cido férmico, o acido oxalico e o timol, todos de origem natural,
foram obtidos em 2005, e indicavam que os trés compostos tinham eficacia elevada no
combate da Varroa, mas que o &cido oxalico também levava a um enfraquecimento da
colmeia e a uma alta mortalidade de abelhas (Barros, Alvares, Dias, Pires & Vilas-Boas,
2005).

O acido férmico, presente naturalmente no mel, pode apresentar eficacia de tratamento da

varroose de mais de 95%, caso evaporarem 7 a 10 gramas deste acido por dia numa
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colmeia (Colin, 2002). Mas estes compostos, com excec¢do do timol, ndo estdo homologados
para o combate a varroose no nosso pais.

Em 2007, apicultores nacionais queixavam-se de uma alarmante diminuicdo da eficacia do
amitraz no combate da Varroa. Foi realizado um estudo com 4000 colmeias, das quais 1579
forneceram dados conclusivos, indicando que 272 destas teriam uma populacdo de Varroa
tolerante ao amitraz (utilizando como limite inferior de eficacia os 80%) (Pires, Pereira &
Murilhas, 2007).

Ainda em 2007, col6nias que continham populacfes de Varroa tolerantes ao fluvalinato, ndo
foram tratadas durante 4 meses, apds o qual Ihes foi aplicado fluvalinato, demonstrando
uma média de eficacia de tratamento de 86%. Assim, conclui-se que populacdes tolerantes
gue deixaram de estar em contacto sucessivamente e/ou de maneira inapropriada com o
fluvalinato, rapidamente ficam suscetiveis a este composto (Pires, Maia & Pereira, 2007a).
Os mesmos resultados foram encontrados em colmeias com acaros resistentes ao amitraz,
mas com média de eficacia de 78% (Pires, Maia & Pereira, 2007b). Estudos anteriores
obtiveram eficacia de 83,5+3,5 % (Floris, Satta, Delrio & Cabras, 2001). Foi obtida uma
eficacia de tratamento de 93,82%, por aplicacdo de amitraz por fumigacao (Skerl, Nakrst,
Zvokelj & Gregorc, 2010).

Aplicando timol, foram obtidas redugbes de 67,1% e 70% do grau de infestagéo de Varroa
na criacdo e em abelhas adultas respetivamente, valores significativamente maiores
(p<0,05) aos valores controlo (19,6% e 6,8%), em col6nias de Apis mellifera do Brasil em
2008 (Castagnino, 2008).

Num ensaio combinado Apistan® (fluvalinato) + Apiguard® (amitraz) (e acido oxalico como
controlo), realizado em Italia no ano 2008, foi obtida uma média de eficacia de tratamento de
94,32% (+7,28), apresentando apenas uma colmeia com eficacia abaixo de 90% (75%)
(Nunes & Relva, 2011).

Noutro ensaio semelhante, mas em 2010, foram obtidos médias de eficacia de 93,3% para o
grupo com este tratamento, juntamente com a aplicacdo de Apiivert® (xarope de glucose); e
de 94,4% o grupo em que foram aplicados o Apistan® (fluvalinato), Apiguard® (timol),
Apiivert® e 100g de um suplemento para abelhas a base de proteinas (Belletti & Vedova,
2012).

No Posto Apicola, foi realizado um ensaio combinado Thymovar® (timol) + Apistan®
(fluvalinato) (trocando assim a ordem dos principios ativos em relagdo aos ensaios referidos
anteriormente), de marco a maio de 2011. Neste, foi utilizado o amitraz (Apivar®) como
controlo, e a média de eficacia de tratamento obtida foi de 97,16% (+3,54), sendo que a
eficacia mais baixa foi de 90% e a mais alta perto de 100%. Comparando este ensaio com o
realizado em Itdlia no ano de 2008, conclui-se que ambos sdo uma boa aposta para lutar

contra a Varroa, e que o melhor protocolo a utilizar € aquele em que o timol é aplicado em
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primeiro lugar, visto ter maior eficacia de tratamento e ser mais facil escolher o dia com
temperaturas mais adequadas para a sua colocacao (Nunes & Relva, 2011).

A eficicia de tratamento € importantissima para o desenvolvimento futuro do parasita na
colmeia. Segundo o Ministério da Agricultura e das Florestas da Nova Zelandia (New
Zealand Ministry of Agriculture and Forestry), em colmeias com 1000 Varroas e com
tratamento com eficicia de tratamento de 80%, 95% e 99%, foram necessarios 35, 48 e 94
dias para novamente atingir essa populagédo, como ilustrado no Gréafico n.°2 (Goodwin &
Eaton, 2001).

Grafico n.° 2 — Curva de crescimento teérica da populagéo de Varroa na presenca de
criacdo de zangaos, com eficicia de tratamento de 99, 90 ou 80% no dia 144 (adaptado de
Goodwin & Eaton, 2001).
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3.3.10.4 - Protocolos terapéuticos para o combate ao acaro Varroa destructor

O European working group for the coordination of research on integrated Varroa control
(2006), criou guidelines para a avaliacdo da eficacia de tratamentos contra varroose em

colénias de abelhas meliferas.

Segundo este grupo, um estudo deste tipo ira conter erros que devem ser minimizados, mas
sdo impossiveis de eliminar por completo. Para que certo ponto ndo seja demasiado
cuidado, exacerbando outros erros, realizaram uma lista com o0s principais erros que sao
encontrados nestes ensaios, e o que deve ser feito para evita-los, ou, no minimo, minimizar

0 seu impacto nos resultados obtidos.
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Embora ndo seja o caso do ensaio apresentado neste trabalho, deveria ser avaliada a

eficacia de tratamento, o efeito deste nas abelhas, mas também efeitos ao longo prazo.

Assim, para avaliar a eficacia de tratamento contra a Varroa, devem ser realizados o0s

seguintes passos:

utilizar estrados sanitarios, com folha autocolante, protegida com uma rede, a uma
distancia superior a 0,8 cm. A rede deve cobrir todo o fundo da colmeia e ndo se
encontrar obstruida por prépolis;

apos aplicagdo dos acaricidas deve ser feita a contagem de queda de Varroa em
intervalos regulares. O intervalo entre contagens varia consoante o tipo de acéo do
acaricida aplicado. Estes valores devem ser comparados com colénias sem
tratamento;

depois do tratamento testado, deve ser aplicado um acaricida controlo para avaliar o
numero de Varroas restantes na colmeia;

a eficacia é calculada pelo nimero de Varroas mortas durante o tratamento em
andlise, a dividir pelo nimero de Varroas mortas durante o tratamento em analise e o

tratamento controlo.

°t

ot

Para diminuir erros, presumindo que o tratamento controlo é 100% eficaz, é aconselhado

seguir 0s seguintes passos:

o tratamento controlo deve ser aplicado na auséncia de criagédo fechada;

o tratamento controlo deve ter uma eficacia minima de 90 a 95%;

acaricidas utilizados como controlo ndo devem ser quimicamente proximos dos
acaricidas em estudo;

deve ser registada a possibilidade dos acaros se reproduzirem durante o ensaio;

a mortalidade de acaros por outras situagfes a ndo ser por agdo do acaricida ou
morte natural deve ser evitada (como por presencga de residuos de acaricidas na
colmeia);

as Varroas mortas devem cair diretamente para o tabuleiro coletor, sem barreiras

gue possam alterar este fator.

Com o intuito de diminuir a transferéncia de acaros entre colmeias, do mesmo apiario, ou

mesmo de outros apidrios, deve-se:

realizar em apiarios isolados, sendo necessario remover enxames que possam

aparecer proximo destes;
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e as colmeias devem ser colocadas de forma a diminuir possibilidades de deriva de
abelhas para outra colmeia (colocando as colmeias diferentemente direcionadas e
em suportes separados);

e evitar as possibilidades de pilhagem (refor¢cando ou retirando col6nias fracas);

e ataxa de infestacdo das colonias por 4caros da espécie Varroa destructor ndo deve
por em risco a sua viabilidade;

e apenas colonias com contagens de queda natural de Varroa entre 1 a cerca de 40

por dia devem ser utilizados no ensaio.
Para avaliar o efeito dos acaricidas nas abelhas, é necessario:

e colocar coletores de abelhas mortas nas colénias em estudo;

e a mortalidade das abelhas deve ser avaliada de 7 a 14 dias antes do inicio do
ensaio, continuando até 7 a 14 dias ap6s o término deste;

e um grupo controlo, com o mesmo numero de colonias do grupo em estudo. Este
deve ser mantido a distancia suficiente para diminuir o contacto entre abelhas dos
dois apiérios, e avaliado;

e aforca das coldnias deve ser avaliada a cada 3 semanas durante todo o ensaio;

e 0 estado das colonias e a presenga de rainha deve ser avaliado no inicio e no fim do
tratamento aplicado;

e aevolugdo das colonias do ensaio deve ser registada na proxima primavera;

e a predagdo dos acaros mortos por outros insetos (como formigas) deve ser evitada

para nao influenciar a sua contagem.

3.3.11 - Doencas provocadas por outros seres

Existem ainda muitos outros seres que causam problemas, diretos ou indiretos, na vida de
Apis mellifera, das mais pequenas aranhas e formigas, a vespas, libélulas, coledpteros,
lagartos, até mesmo a pequenos roedores e aves, como o0 pica-pau e o abelharuco (Merops
apiaster). Mas as proprias abelhas de uma colmeia mais forte, podem levar a morte outra

mais fraca ao roubar as suas reservas (pilhagem) (Jean-Prost, 1987; Hamida, 2001).
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4. Ensaio terapéutico

4.1 - Materiais e métodos
4.1.1 - Objetivo do ensaio

Como a Varroa € um &caro ubiquitario e presente em quase todo o mundo, afetando
milhares de milhdes de abelhas, é importante que se continue a procurar melhores métodos
de controlar este parasita (Potts et al., 2010).

Devido a incorreta aplicacdo dos acaricidas, e a sucessiva utilizacdo das mesmas moléculas
guimicas nas mesmas colbnias, o aparecimento de resisténcias é cada vez maior (Pires,
Maria & Pereira, 2007a; Pires, Maria & Pereira, 2007b; Pires, Pereira & Murilhas, 2007).

Isto faz com que o estudo de novos protocolos de tratamento combinando dois ou mais
acaricidas seja importante no combate a populagbes de Varroa resistentes a certos
acaricidas (Nunes & Relva, 2011).

Este ensaio teve como principal objetivo testar qual o melhor tratamento combinado contra a
varroose. Utilizar primeiro timol e em seguida fluvalinato, ou de modo inverso. Visto que
cada um dos medicamentos atua de forma diferente ao nivel das abelhas e do préprio
acaro, mas também consoante as condic6es ambientais, € importante saber qual dos dois

deve ser utilizado em primeiro lugar, de modo a obter maior eficacia.

4.1.2 - Local do ensaio - Apiario do Posto Apicola

O ensaio decorreu no apiario experimental do Posto Apicola, localizado na Tapada da Ajuda
em Lisboa, instituicdo integrada no INRB/INIAV.

A Tapada da Ajuda é caracterizada por conter inUmeras espécies da flora autéctone, mas
também importada de outros continentes. Estas incluem variadissimas plantas com flor
propicia a colheita de néctar e pélen por parte das abelhas, pertencentes aos géneros
Oxalis, Aloe, Eucalyptus, entre outros.

O apiario encontra-se virado para Sul, protegido de ventos fortes e dividido em quatro filas
de colbnias (Figura 18), num total que varia de cerca de 40 a cerca de 60, consoante a
época do ano. As 20 colbnias utilizadas no ensaio encontravam-se dispostas pelas quatro
filas. As colonias numeradas de 1 a 6 encontravam-se na primeira fila, de 7 a 15 na segunda

fila, 16 e 17 na terceira fila e de 18 a 20 na quarta fila.

4.1.3 - Abelhas e colmeias utilizadas

As abelhas presentes no Posto Apicola sdo da subespécie Apis mellifera iberiensis, nativa
de Portugal, Espanha e Gibraltar, conhecida por ser resistente a temperaturas mais baixas

do que abelhas de outras subespécies (Godinho, 2012).
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Todas as colmeias em uso no Posto Apicola sdo do tipo Lusitana, com dimensao interior do

ninho de 370 mm de lado e 310 mm de altura, contendo 10 quadros.

Figura n.° 18 — Posto Apicola: edificios e localizagcdo das 4 filas de col6nias marcadas com

um retangulo vermelho (Adaptado de Google Earth, 2012).

4.1.4 - Maneio habitual aplicado no Posto Apicola

Ao contrario de grande parte dos apiarios nacionais, este é visitado frequentemente durante
todo o ano, por razdes de maneio habitual, mas também por ser um apiario experimental e

educativo, recebendo estagiarios e alunos de varias areas e escaldes etarios.

Assim a observagéo das colonias € frequente, possibilitando uma intervencdo mais rapida e
eficaz em caso de anomalia, como presenca de doenca, falta de nutrientes, pilhagem e

outros.
4.1.5 - Estrados sanitarios

Os estrados sanitarios utilizados no ensaio sdo especificos para a colmeia Lusitana,
substituindo o fundo de madeira por uma grelha com dimensé&o suficiente para a passagem
do acaro, mas impossibilitando a passagem das abelhas. As Varroas sédo assim recolhidas
para um tabuleiro (Figura 19), revestido com cartolina branca (Figura20), de modo a facilitar

a visualizacao e a contagem dos acaros.
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Figura n.° 19 — Tabuleiro coletor de Figura n.° 20 — Detritos de uma colmeia e

estrado sanitario (fotografia original, acaros da espécie Varroa destructor presentes

2011). em tabuleiro coletor ao fim de 48h (fotografia
original, 2011).

4.1.6 - Desenho experimental

Para perceber qual o melhor método de aplicagdo dos dois acaricidas estudados, foram
utilizados dois grupos de 10 col6nias cada um. Um grupo em que é aplicado em primeiro
lugar o timol e depois o fluvalinato (TA, n=10), e o outro grupo em que foi aplicado fluvalinato
e depois timol (AT, n=10).
Para escolher quais as colonias incluidas no ensaio, foi realizada uma contagem de queda
de Varroa em 24 horas, em todas as col6nias presentes (55 colénias) no Posto Apicola, na
semana de 3 a 7 de outubro de 2011 (T,). Destas, idealmente seriam selecionadas 20 com
valores de queda o mais proximo de 100 a 200 Varroas em 24 horas, sendo que as
escolhidas apresentaram valores entre os 38 e os 508. A sua divisdo em dois grupos foi
realizada de modo a obter uma média de valores de queda de Varroas em T, semelhante
entre estes, sem ter em atencdo a sua localizagcdo. No grupo TA ficaram incluidas as
colénias 1, 2, 3, 4, 8, 11, 12, 15, 19 e 20. Do grupo AT fazem parte as colénias 5, 6, 7, 9, 10,
13, 14, 16, 17, 18.
Para diminuir a possibilidade de erros, foi avaliada a for¢ga das colénias, de modo a excluir
alguma que possa estar pouco populosa ou em fase de colapso, o que poderia causar
alteracdes nos resultados obtidos.
O protocolo de aplicacdo dos acaricidas foi regido pelas indicagbes dadas pela empresa
fornecedora dos acaricidas utilizados neste ensaio (Hifarmax).
O ensaio comecgou no dia da contagem controlo (Ty), a 7 de outubro de 2011, com a
aplicacdo do acaricida correspondente a cada grupo. A 21 de outubro, foi retirado o timol do
grupo TA, e foi aplicado o fluvalinato; enquanto que no grupo AT, foi aplicado o timol, mas
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nao foi retirado o fluvalinato (Tabela n°. 3). A 18 de novembro foi retirado o fluvalinato dos 2
grupos e o timol do grupo AT. Nesse mesmo dia foi aplicado o medicamento controlo nas 20
colénias do ensaio. Foi escolhido o Apivar® como controlo por apresentar resultados de
eficacia contra Varroose elevados e por ter como molécula ativa o amitraz, de familia
diferente do timol e do fluvalinato.

Devido ao aumento das temperaturas na segunda semana de outubro de 2011, foram
colocadas meias-algcas sem quadros nas colonias do grupo TA (com excec¢do da 15, 19 e
20), por apresentarem sinais de evaporagcdo excessiva de timol na colmeia (agitacdo
excessiva e afastamento das abelhas da zona onde o timol se encontrava). As meias-alcas
foram retiradas a 18 de novembro desse ano.

Foram realizadas contagens de queda de Varroa nas 20 coldnias todas as segundas,
guartas e sextas-feiras, de 8 de outubro a 2 de dezembro de 2011.

A 2 de dezembro foi avaliada a for¢a das colonias em estudo, de forma a identificar algum

desvio dos valores de queda de Varroa por existéncia de colonias fracas ou muito

populosas.
Tabela n.° 3 — Desenho experimental — Aplicagéo de acaricidas.
Grupo TA Grupo AT
Timol Fluvalinato ~ Amitraz Timol Fluvalinato ~ Amitraz
07-Out | Aplicado Aplicado
21-Out | Retirado Aplicado Aplicado
18-Nov Retirado Aplicado Retirado Retirado Aplicado
02-Dez Fim do ensaio Fim do ensaio
Tempo de 14 dias 28 dias 14 dias* 28 dias 42 dias 14 dias*
aplicacéo

* - do dia da aplicacéo ao dia da ultima contagem de queda de Varroa realizada.

Por fim, foram recolhidas amostras (abelhas vivas, cartolina do tabuleiro do estrado sanitario
e favos com criagdo) das colonias que ndo estavam incluidas no ensaio, a 27 de janeiro de
2012; e das colénias em ensaio a 7 de fevereiro de 2012, com o intuito de avaliar o estado

sanitario de todo o apiario.

4.1.7 - Avaliagéo da forca das coldnias

A avaliacdo da forca das colonias foi realizada, como referido acima, a 7 de outubro (no

periodo da tarde) e a 2 de dezembro de 2011 (de manh&). Para assegurar uma
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homogeneidade de critérios, a forca das colonias seguiu 0 método utilizado pela empresa
Hifarmax nos seus ensaios anteriores.

Assim, a avaliacdo é realizada num dos lados dos quadros 2, 4, 6 e 8 do ninho de cada
colmeia. Estes devem ser divididos em 4 partes iguais (mentalmente ou com a ajuda de um
acetato), determinando qual a percentagem de cada uma dessas partes se encontra coberta
por abelhas adultas (forca das colonias em relagdo as abelhas adultas) (Figura n.° 21). A
mesma observacdo é realizada para a criagdo (forca das col6nias em relagdo a criacao)
(Figura n.° 22).

Para cada quadrante, deve ser dada a pontuacéo seguindo os valores da Tabela n.° 4.

Figura n.° 21 — Lateral de quadro de ninho de Figura n.° 22 — Lateral de quadro do ninho

uma colmeia dividido em quatro partes iguais de uma colmeia dividido em quatro partes

para avaliagéo da forga da colonia - abelhas iguais para avaliacdo da forca da colénia -

adultas (fotografia original, 2011). criacao (fotografia original, 2011).

Tabela n.° 4 — Pontuacéo na avaliacao da forca das coldnias.
Percentagem coberta 0 a 25% 25 a 50% 50a75% 75 a100%

Pontuagéo 0,25 0,5 0,75 1

Em seguida, deve-se somar a pontuacdo obtida nos quatro quadrantes do quadro, somar
este valor ao obtido nos outros 3 quadros, e por fim, multiplicar por 5, sendo o valor maximo
possivel de obter de 80. Obtemos assim um valor de forca de colénia para o nimero de
abelhas adultas e quantidade de criacao.
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4.1.8 - Medic¢bes e andlises

4.1.8.1 - Forgca das coldnias
A forca das coldnias foi medida a 7 de outubro de 2011, antes do inicio do ensaio, e no dia 2
de dezembro de 2011, no dia da ultima contagem de queda de Varroa sp.

4.1.8.2 - Dados meteorolbgicos
Os dados meteoroldgicos foram recolhidos na estacdo meteoroldgica da Tapada da Ajuda,
localizada, em linha reta, a menos de 100 m do Posto Apicola. Foram assim recolhidas
informacgbes sobre a temperatura méxima e minima diaria, a precipitagdo, o nimero de
horas de insolacdo e a humidade relativa. Alguns dados ndo puderam ser obtidos por falha

mecéanica ou impossibilidade humana.

4.1.8.3 - Contagem de queda de Varroas em T
A queda de Varroas por morte natural foi contabilizada na semana de 3 a 7 de outubro de
2011. Os estrados sanitarios foram colocados sucessivamente (por falta de material para
fazer uma Unica contagem) em todas as colmeias do apiario, sendo higienizados e
desinfetados entre cada utilizagéo. A contagem foi realizada a olho nu e com auxilio de uma

lupa manual.

4.1.8.4 - Contagem de gqueda de Varroas durante o tratamento

A contagem de queda de Varroas foi realizada todas as segundas, quartas e sextas-feiras,
do dia da aplicagcédo do primeiro acaricida (7 de outubro de 2011), até duas semanas apos a
aplicacdo do tratamento (2 de dezembro de 2011).

Tal como a contagem em T, esta foi realizada a olho nu, com o auxilio de uma lupa manual,
mas também com um contador mecanico devido ao elevado nimero de &caros.

Em cada contagem foi registada a hora de recolha dos tabuleiros coletores, realizada de
manhd entre as 9h30 e as 11h30 (consoante as condi¢cdes meteorolégicas), sendo
recolocados apés 2 a 3 horas (tempo de contagem), para poder calcular a queda estimada
de Varroas para cada intervalo de tempo, contabilizando assim o tempo em que o0s

tabuleiros ndo se encontravam na colmeia, caindo os acaros mortos para o solo.

4.1.8.5 - Eficacia de tratamento
A eficicia de tratamento foi calculada para cada colmeia, utilizando o nimero da queda

estimada de Varroas e aplicada na seguinte férmula:

ra Ot
ac

ot
Foi também calculada a média de eficacia para cada grupo, de modo a poder compara-las.
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4.1.8.6 - Amostras analisadas no LNIV

As amostras (abelhas adultas, favo com criagdo aberta e fechada, e cartolina do tabuleiro
coletor do estrado sanitario), de todas as colonias (n=42) do apiario do Posto Apicola, foram
rececionadas a no Laboratorio de Patologia Apicola do LNIV a 8 de fevereiro.

Todas as amostras foram analisadas de acordo com os métodos referidos no ponto 3 deste

documento.

4.1.9 - Registo e analise de dados

Os dados obtidos foram registados e trabalhados em base de dados do programa Office
Excel 2007, sendo mais tarde feita analise estatistica utilizando o programa SPSS Statistics
19 e Epi Info 7.1.0.6.

Para saber se existe interagcdo entre o tempo de aplicagdo e a ordem de aplicacdo, entre os
dois grupos, foi realizado o teste ANOVA com medidas repetidas. Para comparar a eficacia
de tratamento entre os dois grupos, foi realizado o Teste-T ndao emparelhado.

Para determinar se a ocorréncia de hosemose e varroose nas coldnias pertencentes e nao
pertencentes ao ensaio, foram realizados testes Qui-quadrado (X?) para tabelas 2x2.

Foram consideradas estatisticamente significativas as diferencas para p<0,05.

4.2 - Resultados
4.2.1 - Forga das col6nias

A forca das colénias a 07 de outubro variou de 20 a 52,5 em relacdo as abelhas adultas,
com uma média de 31,82; e de 13,75 a 55 para a criacao, com uma média de 32,13. A 02
de dezembro, as variacbes foram de 0 a 32,5 para abelhas adultas e de 5 a 55 para a
criacdo, apresentando médias de 21,06 e 33,69 respetivamente (graficos n°. 3 e 4).

E de salientar os valores correspondentes as colénias 7 e 17 no grupo AT, sendo que a
primeira apresentou valores de for¢ca muito elevados (com excec¢éo das abelhas adultas a 02
de dezembro), enquanto que a 17 apresentou valores baixos de forca da colmeia, quase
sem presenca de abelhas adultas na segunda avaliagédo (graficos n°. 3 e 4), acabando por

ser pilhada a 15 de dezembro.

A forgca média relativa as abelhas adultas diminui, entre outubro e dezembro, de -10,5 e -11
para o grupo TA e AT, respetivamente. A forca média das colénias em relagédo a criacdo

aumentou ligeiramente mo grupo TA (+0,63) e AT (+2,5) (Tabela n.° 5).
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Gréfico n.° 3 — Forca das coldnias em relacdo as abelhas adultas a 7 de outubro e 2 de
dezembro de 2011

60

2 Adultas 07-Out

W Adultas 02-Dez

Gréfico n.° 4 — Forga das colonias em relacdo a criagédo a 7 de outubro e 2 de dezembro de
2011
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M Criagdo 07-Out

% Criagdo 02-Dez
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Tabela n.° 5 — Média e valores minimos e maximos de forca das colénias nos dois grupos
em estudo — TA e AT.

Grupo TA - Adultas | Grupo TA- Criacao | Grupo AT - Adultas | Grupo AT- Criacao
07-Out 02-Dez | 07-Out 02-Dez | 07-Out 02-Dez @ 07-Out 02-Dez

Média 31,38 20,88 31,63 32,25 32,25 21,25 32,63 35,13

Minimo 20 10 13,75 12,5 22,5 0 17,5 5

Maximo 40 30 48,75 50 52,5 32,5 55 55
Variaca

o - -10,5 - +0,63 - -11 - +2,5

4.2.2 - Dados meteoroldgicos durante o ensaio

Visto que as condi¢cdes meteorologicas influenciam a vida numa colmeia, mas sobretudo
porque influenciam a taxa de evaporacdo do timol, é importante relacionar a eficacia do
tratamento com a temperatura ambiente.

Apos a primeira aplicagdo de tratamento, registaram-se temperaturas maximas acima dos
30 °C (Gréfico n.° 5) (temperatura maxima para aplicagdo do timol), razdo pela qual foi
colocada uma alca vazia por colmeia do grupo TA (com timol nesse intervalo de tempo),
com excecao das colbénias 15, 19 e 20, que se encontravam a sombra de arvores grande
parte do dia.

Apos 18 de outubro, a temperatura maxima foi sempre superior a 15 °C, temperatura minima
aconselhada para o timol ser eficaz, e inferior a 25 °C (Anexos 1 e 2), temperatura maxima
ideal.

A partir de 29 de outubro, as temperaturas minimas foram inferiores a 12 °C (Anexos 2 e 3),
temperatura minima para haver evaporacdo de timol, o que afetou a acdo deste acaricida.
Isto levou a um ajustamento no tempo de aplicacdo de timol no grupo AT (28 dias em vez
dos 14 do grupo TA), de modo a combater um possivel erro de resultados por insuficiéncia
de evaporacdo do medicamento. Este facto foi comprovado por manutencédo das tiras de
timol com aparéncia semelhante durante mais tempo neste grupo (AT), ao contrario do

grupo TA, em que apenas sobrou a matriz celulésica das tiras em algumas coldnias.

Os valores de precipitacdo foram nulos até 23 de outubro, sendo superiores a 10 mm
apenas nos dias 24 e 27 de outubro, e 3, 5, 9, 13 e 19 de novembro (Anexos 1, 2 e 3), mas
apenas coincidiu com contagem de quedas de Varroa nos dias 24 de outubro e 9 de
novembro.

Durante todo o ensaio, a humidade relativa variou de 43 a 98%, com uma média de 75,2%
(Anexos 1, 2 e 3).
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Grafico n.° 5 - Data de aplicacdo dos trés acaricidas e temperaturas minimas e maximas

diarias registadas na estacdo meteoroldgica da Tapada da Ajuda, durante o ensaio.
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4.2.3 - Queda de Varroas em T,

A contagem de queda de Varroas por morte natural em T, foi realizada a 7 de outubro
(Anexo 4). Para obter um valor de queda em 24 horas, foi divido o valor obtido pelo nimero
de horas em que os tabuleiros coletores se encontravam nas colmeias, multiplicando depois
por 24, obtendo os valores finais indicados na Tabela n.° 6.

As coldnias foram separadas deste modo, com o objetivo de obter uma média semelhante
entre os dois grupos do ensaio. Embora haja valores muito afastados da média, ndo havia
colbnias disponiveis no apiario com nimero de Varroas contadas mais proximo, para serem

incluidos neste estudo.
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Tabela n.° 6 — Valores de queda estimada de Varroas em 24 horas no momento T.

Grupo TA Grupo AT
Colmeia n?2 Varroas/24h | Colmeia n2 Varroas/24h
1 508 6 348
8 257 9 285
3 138 14 225
11 133 18 134
15 115 5 120
12 109 16 116
2 90 13 70
4 70 10 54
19 67 17 44
20 43 7 38
TR T
Minimo 43 Minimo 38
Mdximo 508 Mdximo 348

4.2.4 - Contagem de queda de Varroas

A contagem de queda de Varroas (Anexos 4, 5 e 6) decorreu de 7 de outubro a 2 de
dezembro, todas as segundas, quartas e sextas-feiras.

A contagem média de Varroas em 24 horas apresentou uma variacdo semelhante nos dois
grupos, sendo mais elevada nas colmeias em gque se encontrava timol (Grafico n.° 6).

Apoés a primeira aplicagdo dos acaricidas, o numero de Varroas caidas apresentou um
grande pico inicial. Ocorreu um decréscimo nas duas contagens seguintes, provavelmente
devido a diminui¢éo das temperaturas minimas, sendo mais acentuado no grupo com timol.
E de salientar que durante a primeira aplicacdo, o grupo AT apresentou uma queda média
de Varroas mais constante que o grupo TA, que apresentou maiores valores, mas mais
suscetivel a diferencas de temperatura ambiental.

Na segunda aplicagdo de acaricidas, o niumero de Varroas mortas voltou a aumentar,
principalmente no grupo AT, que recebeu o timol.

Nas duas contagens seguintes, os numeros contabilizados sofreram um decréscimo,
voltando a aumentar a 31 de outubro, momento em que aumentou a temperatura no apiario.
ApOs este quarto pico, 0 niumero médio de acaros mortos em 24 horas foi diminuindo até

atingir um numero entre 30 a 50 Varroas caidas em 24 horas durante cinco contagens.
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A 18 de novembro, foi aplicado o acaricida controlo (amitraz - Apivar®), apresentando na
contagem seguinte um pico médio de 133 Varroas caidas em 24 horas, vindo depois a
diminuir até valores de cerca de 30, momento em que terminou o ensaio.

Na ultima contagem realizada (2 de dezembro), foram obtidos valores mais elevados aos da
contagem anterior, em algumas colmeias dos dois grupos.

No grupo TA, 55,38% do nuamero total de Varroas foram contabilizadas antes da segunda
aplicacao, mas apenas 87,49% cairam antes da aplicacdo do acaricida controlo (Gréfico n.°
7).

O grupo AT apresentou valores de contagens de 44,62% e 91,37% do numero total de
Varroas, antes da aplicacdo do segundo acaricida e do controlo, respetivamente (Grafico n.°
7).

Grafico n.°6 — Valores de média da queda estimada de Varroas em 24 horas e desvio

padrdo, nos dois grupos e média geral. Data de aplicacdo dos trés acaricidas.
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Grafico n.° 7 — Percentagem acumulada de queda de Varroas ao longo de todo o ensaio.
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Gréfico n.° 8 — Valores de média da queda estimada de Varroas em 24 horas nos dois
grupos, datas de aplicacdo e média de temperatura diaria durante o ensaio.
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No gréafico n.° 8 encontram-se o0s valores estimados de queda de Varroa em 24 horas nos
grupos TA e AT, o momento de aplicacdo dos dois acaricidas em estudo e do acaricida
controlo e a temperatura média diaria durante o ensaio (valor obtido fazendo a média entre a
temperatura maxima e minima registada em cada dia). Observando este grafico e os valores
gue constam nos Anexos 4 e 5, constatamos que a média de valores estimados de queda
de Varroa em 24 horas é superior grupo em que esta aplicado o timol, durante as primeiras

duas semanas.
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4.2.5 - Eficacia de tratamento

Os resultados obtidos demonstraram maior média de eficacia de tratamento no grupo AT
(91,2%), bem como menor desvio padrdo (7,94). O grupo TA apresentou menor eficicia
(87,3%) e maior desvio padréo (8,86) (Tabela n.° 7).

Tabela n.° 7 — Taxa de eficacia de tratamento, média geral e desvio padrdo nos dois grupos

em estudo.
Grupo TA Grupo AT

Colénian.° Eficacia Colénian.° Eficacia

8 97,9 18 99,0

12 96,2 9 97,8

19 93,4 14 97,7

15 92,9 17 97,0

1 89,3 10 92,6

4 87,1 13 90,2

20 86,9 5 89,5

11 83,4 6 88,8

2 72,8 16 87,8

3 72,6 7 72,1

Média 87,3 Média 91,2

Desv.Padrao 8,86 Desv.Padrao 7,94

E de salientar que as colonias 2, 3 e 7 apresentaram eficacia muito inferior (cerca de 72%)
ao valor da média geral (89,2%)

Realizando o teste ANOVA (Anexo 7) para medidas repetidas, e tomando como
estatisticamente significativas as diferencas para p<0,05, concluimos que héa interacao entre
tempo/modo de aplicagédo de tratamento entre os dois grupos em estudo, por apresentar um
valor de p<0,001.

Para avaliar a diferenca estatistica entre a taxa de eficacia de tratamento dos dois
protocolos estudados (Gréfico n°. 9), foi realizado o Teste-T ndo emparelhado (Anexo 7),
tendo obtido como resultado p=0,304, o que indica que ndo ha diferencga significativa entre
os dois grupos (TA e AT), visto que p>0,05.
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Grafico n.° 9 — Comparacéo da eficacia de tratamento entre o grupo TA e o grupo AT
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4.2.6 - Amostras analisadas no LNIV

Foram analisadas amostras de 42 colonias, 19 pertencentes ao ensaio e recolhidas dois
meses apls o término deste (Anexo 8), e 23 externas ao ensaio (Anexo 9). O estado
sanitario da colmeia 17 ndo pdde ser avaliado por ter sido pilhada a 18 de dezembro de
2012, e posteriormente destruida.

Foram diagnosticados varios casos de nosemose, ascosferiose, loque americana e
varroose.

Nas 19 colénias em estudo, 6 apresentavam nosemose (31,6%), 1 apresentava
ascosferiose (5,3%) e duas loque americana (10,5%). Foram ainda encontradas Varroas,
em abelhas adultas, criagdo e/ou no tabuleiro do estrado sanitario em 36,8% das col6nias (7
colénias), mas a média de queda em 24 horas foi de apenas 0,42, com apenas uma colmeia
a apresentar 2 Varroas.

O mesmo numero de colbnias apresentou nosemose (n=3), varroose (n=4) e loque
americana (n=1), variando ligeiramente a percentagem de doentes nos dois grupos, devido
a auséncia da colmeia 17 no grupo AT. Apenas houve diferenca para a ascosferiose, que se
encontrava presente em apenas uma colmeia do grupo TA, contra nenhuma do grupo AT.
Nas restantes colénias do apiario (23) foi diagnosticado nosemose em 11 colénias (47,8%),
ascosferiose numa colmeia (4,3%), e ndo foi detetada loque americana. Em 20 das 23
colénias (87%), havia presenca de acaros Varroa destructor, sendo que a contagem média
de queda em 24 horas foi de 22, mas havendo duas col6nias com valores superiores a 130.
Realizando testes Qui-quadrado, foi observado que ndo havia diferenca significativa entre
colbnias pertencentes ou ndo ao ensaio com nosemose (p=0,286), mas que havia diferenca
significativa para a varroose (p=0,0007) (considerando estatisticamente significativas as

diferencas para p<0,05).
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5. Discusséao

Devido a diminuicdo da eficacia dos poucos acaricidas homologados em Portugal (Pires,
Pereira & Murilhas, 2007), a utilizacdo combinada de dois ou mais acaricidas tem vindo a
apresentar-se como um possivel substituto & aplicacdo de apenas um destes medicamentos
(Nunes & Relva, 2011; Belleti & Vedova, 2012).

Aquando da andlise de eficacia de tratamento contra a varroose utilizando um tratamento
combinado Thymovar® + Apistan® (grupo TA, n=10) e Apistan® + Thymovar® (grupo AT,
n=10), foram obtidos valores de eficacia de 87,3% e 91,2%, respetivamente; o que
demonstrou ndo apresentar diferenca significativa, apos andlise estatistica com aplicacédo de
um Teste-T ndo emparelhado.

Para perceber que fatores poderiam afetar estes resultados, foram avaliadas a forca das
colénias no momento T, e no final do ensaio, os dados meteorolégicos durante todo o
ensaio e colhidas amostras de todas as col6nias do apiario, de modo a avaliar o estado
sanitario deste.

Forca das col6nias em Ty

Na primeira avaliacdo das colénias do apiario (7 de outubro), foi obtida uma média de 31,82
para as abelhas adultas e 31,13 para a criacdo, o que nos indica que é um bom apiario,
embora haja variacbes que, apesar de serem normais por se tratar de seres vivos, nos
indicam que certas colmeias possam estar debilitadas pela presenca de alguma doenca.
Esta variagdo da condi¢cdo das colénias pode ser explicada por se tratar de um apiario
experimental, o que levou a uma diferente gestao das col6nias ao longo dos anos.

Os resultados obtidos na forga das colénias a 7 de outubro indicaram também que a col6nia
7 se encontrava com um elevado nimero de abelhas adultas, apesar de ndo apresentar
contagem de queda de Varroas consistentes com esse numero aquando da aplicacdo dos
acaricidas em estudo. Isto pode indicar habitos de higiene elevados por parte das abelhas
desta colmeia e/ou resisténcia a algum destes acaricidas por parte da populacdo de Varroas

nela presente (Pires, 2005; Pires, Maia & Pereira, 2007a).

Queda de Varroa destructor em Ty:

Com os valores obtidos para a queda de Varroas por morte natural em 24 horas antes de
iniciar o ensaio, juntamente com os valores de for¢a das colénias, foram selecionadas quais
as colénias a incluir no estudo, e separadas em 2 grupos o0 mais semelhantes possivel.
Tanto na forca das colénias como nos valores de queda natural dos &caros, as col6nias
apresentaram diferencas acentuadas, mas ndo havia alternativas pelo baixo numero total de

coldnias do Posto Apicola.
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Embora os guidelines (European working group for the coordination of research on
integrated Varroa control, 2006) indiquem que apenas colénias com 1 a 42 Varroas mortas
por dia devem ser incluidas no ensaio, tal ndo foi possivel, sendo o valor maximo de 508. A
utilizacdo de colbénias com nuameros muito elevados de queda de Varroas pode prejudicar o
ensaio por morte dessas coldnias em casos de infestacdo massiva da colmeia por este
acaro. Por outro lado, podemos aferir se o tratamento é eficaz em colénias com grandes
infestacdes de Varroa destructor, e ndo apenas na presenca de pequena quantidade destes

acaros.

Queda de Varroa destructor e condicbes meteorolégicas ao longo do ensaio:

Com os valores de queda diaria resultante da acdo dos acaricidas, podemos pensar que a
acao do timol é mais exuberante que a acao do fluvalinato, que, por sua vez, apresenta uma
acdo mais estavel e duradoura, o que se assemelha aos resultados obtidos por Nunes e
Relva (2011), mas a aplicagdo conjunta dos dois medicamentos em estudo no grupo AT néo
nos permite tirar concluses.

Devido a grande flutuacdo das temperaturas registadas, foi necessario um controlo
constante da queda de Varroas e um ajustamento de protocolo de administracdo dos
acaricidas. O Thymovar® deve ser aplicado durante 3 a 4 semanas (Andermatt BioVet AG,
2007), mas como grande parte do timol ja havia evaporado da matriz celulésica ao fim de 2
semanas (em colmeias mais expostas ao sol e a temperaturas mais elevadas), e as
contagens de Varroa se encontravam em regresséo, foi decidido aplicar o segundo acaricida
em todas as colmeias. Apds esse periodo, as temperaturas baixaram, nunca passando dos
25° C, o que levou a uma dispersédo mais lenta do timol, ficando 4 semanas nas colmeias do
grupo AT (Murilhas & Casaca, 2005; Andermatt BioVet AG, 2007; CAP, 2007). Observando
o Gréfico n.° 8, constatamos que os valores de queda de Varroas tende a aumentar com 0
aumento da temperatura, nas duas primeiras semanas em que o Timol se encontra nas
colmeias de cada grupo, o que nos indica poder haver maior libertagcao do principio ativo em
temperaturas mais elevadas.

O Apistan® deve ser aplicado durante 6 a 8 semanas (Hifarmax, 2012), mas visto ndo ter
modo de acao influenciado pela temperatura (Vita Europe, 2010), teve tempo de aplicacédo
dependente do Thymovar®, ficando apenas 4 semanas no grupo TA e 6 semanas no grupo
AT. Estas alteragbes ao protocolo ndo sdo viaveis na maior parte dos apiarios, pois implica
uma observacdo regular e de grande parte das colonias para saber quando aplicar o
segundo tratamento.

As baixas temperaturas, tal como a elevada taxa de humidade relativa e a elevada
precipitacdo, levam a que as abelhas coletoras permanecam na colmeia durante mais
tempo, aumentando a temperatura interna nesta, bem como o contacto entre abelhas e o

acaricida, e mesmo entre as préprias abelhas (Jean-Prost, 1987). Este fator leva a um
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aumento da propagacdo do medicamento pela colmeia, combatendo assim a menor
evaporacéo do timol (CAP, 2007).

Da primeira avaliagdo da forga das coldnias para a segunda, diminui a forca em relacao as
abelhas adultas nos dois grupos (TA=-10,5 e AT=-11), valores aproximados e consistentes
com os obtidos num ensaio semelhante (Belletti & Vedova, 2012), o que seria de esperar
pela diminuicdo da temperatura ambiente e do fluxo nectarifero. O aumento da for¢ca das
colénias em relagéo a criacéo € ligeiro (TA=+0,63 e AT=+2,5), 0 que pode ser explicado pelo
clima temperado da regido onde se encontra o0 apiario, bem como ao aumento das
temperaturas que tem vindo a acontecer nos Ultimos anos, pela baixa precipitacdo ocorrida
durante o periodo do ensaio e pela presenca constante de flores propicias para a
alimentacdo das abelhas na Tapada da Ajuda, ao contrario do que acontece em paises com
Invernos mais rigorosos, em que deixa de haver criagdo no ninho (Imdorf, Charriere,
Kilchenmann, Bogdanov & Fluri, 2003). Os valores obtidos para a colmeia 17 a 2 de
dezembro ocorreram por falta de rainha na colmeia, provavelmente pelo facto da colénia se
encontrar muito debilitada (os valores de forca da colénia a 7 de outubro indicaram valores

abaixo da média), o que previa uma possivel pilhagem, vindo a acontecer 13 dias depois.

O aumento da queda de Varroas observado em algumas col6nias na ultima contagem (2 de
dezembro) (Anexo 6) pode ser explicado pela avaliacdo da forca das colénias ter sido
realizada antes da recolha dos tabuleiros coletores, o que podera ter causado um aumento
da queda destes acaros, por manipulacdo da colmeia.

Quando analisados os valores de percentagem de Varroas caidas ao longo do ensaio,
concluimos que os dois grupos apresentaram aumento gradual e semelhante, mas, como
indicado anteriormente, sempre maior no grupo com timol aplicado.

Este fator € comprovado pela maior percentagem do numero total de Varroas caidas no
momento da aplicagdo do segundo acaricida, por parte do grupo TA (55,38%), do que o
grupo AT (44,62%), mas cujos valores invertem no momento da aplicacdo do acaricida
controlo (TA= 87,49% e AT= 91,37%).

Devido ao facto das colénias do Posto Apicola terem sido tratadas maioritariamente com
fluvalinato (Apistan®) nos ultimos anos, leva a possibilidade da presenca de col6nias com
populacdes de Varroa destructor que apresentem resisténcia a acaricida (Pires, Maia &
Pereira, 2007a), o que pode explicar a acdo mais lenta deste acaricida.

Foi observado um aumento dos valores de queda, quase constante, nas contagens
realizadas a Segunda-feira, muito provavelmente por ndo serem retirados os tabuleiros
durante dois dias seguidos, na altura do dia de maior atividade das abelhas (de manha)
(Cicco, 2011).
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Eficacia de tratamentos:

A eficécia das col6nias variou de 72,6 a 97,9% no grupo TA, e de 72,1 a 99% no grupo AT,
o que indica haver grande influéncia da condicdo da colmeia e das proprias abelhas nos
resultados obtidos.

Devido ao pequeno numero de ensaios realizados sobre o tratamento combinado com
fluvalinato e timol (de que tenhamos conhecimento), ndo nos foi possivel fazer grandes
comparacgOes com resultados anteriores.

De trés ensaios realizados com este tipo de tratamento, todos apresentaram valores de
eficacia superiores aos obtidos neste trabalho. No ensaio realizado com Apistan®
(fluvalinato) e Apiguard® (com principio ativo igual ao Thymovar®), foi obtida uma eficacia
média de 94,32+7,28% (Nunes e Relva, 2011), superior aos 91,2% obtidos no grupo AT. O
ensaio semelhante, realizado em 2012 por Belleti e Vedova, apresentou eficacia de 93,3%,
mas foi adicionada Apiivert® e suplemento proteico ao fluvalinato e timol.

No estudo realizado no mesmo ano e no mesmo local deste trabalho, mas durante os meses
de margo a maio, com aplicacdo de Thymovar® (timol), Apistan® (fluvalinato) e Apivar®
(amitraz, como controlo), foram obtidas eficacias de 90% a quase 100%, e média de
97,16+3,54%, valores bastante superiores ao grupo TA (87,3%).

Apesar disso, as médias de eficacia obtidas sdo superiores a valores obtidos por alguns
autores nos ultimos anos, em casos de aplicacdo de apenas um dos dois acaricidas em
estudo, como o caso do fluvalinato com valores abaixo dos 86% (Al-Ghamdi, 2007; Pires et
al., 2007a), do timol com eficacia de 67,1 a 70% (Castagnino, 2008), ou mesmo do acaricida
controlo (amitraz) com resultados de 78% (Pires, Maia & Pereira, 2007b) e 83,5+3,5%
(Floris, Satta, Delrio & Cabras, 2001).

Realizando o teste Anova para medidas repetidas, concluimos que houve interagédo entre
tempo/modo de aplicacdo de tratamento (p<0,05), fator esperado devido a diferenca do
tempo de aplicagdo dos dois medicamentos, que foi influenciado pelas condigbes
ambientais.

O Teste-T ndo emparelhado demonstrou ndo haver diferenca significativa entre a eficacia de
tratamento nos dois grupos (p=0,304), o que confirma a aproximacdo dos resultados das
médias (TA= 87,3% e AT= 91,2%).

Resultados obtidos no LNIV:

Com os resultados obtidos pela andlise de amostras das colénias de todo o apiario,
observdmos que o tipo de protocolo utilizado nos dois grupos ndo afeta a colmeia em
relacdo a outras doencas, e nem mesmo a varroose. Nao acreditamos que a presenca de
ascosferiose numa colmeia do grupo AT seja por influéncia dos acaricidas utilizados.

A presenca de ascosferiose € baixa no apiario, ocorrendo em apenas duas coldnias, uma

colénia pertencente ao ensaio e outra externa a este, o que seria de esperar, visto ser uma
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doenca que ocorre principalmente em coldnias fracas e desnutridas (CAP, 2007), o que nao
era o0 caso no Posto Apicola.

As duas colonias em que foi diagnosticada loque americana pertenciam aos grupos TA e
AT, mas acreditamos que seja por contaminagdo do solo (CAP, 2007) por col6nias
existentes anteriormente no local onde se encontravam estas duas.

A percentagem de infestagdo das colb6nias externas ao ensaio com nosemose (47,8%) é
superior a obtida das col6nias do ensaio (31,6%), mas esta diferenca ndo é estatisticamente
significativa (p=0,286),embora pudesse ser explicado pela maior debilidade das primeiras
por conterem maior niumero de Varroa (Budge, 2008). Este facto é visivel pela alta
percentagem de colénias ndo pertencentes ao ensaio (87%), com queda natural de Varroas
(apresentando estas uma média de 22 Varroas em 24 horas), comparada a percentagem
das colbnias pertencentes ao ensaio (36,8%), e que apresentaram queda de 1 a 2 Varroas
em 24 horas. Esta diferenga de diagnostico de varroose é estatisticamente significativa, visto
que p<0,05 (p=0,0007)

Isto leva-nos a acreditar que o fator preponderante na presenca de varroose nas amostras
processadas é a aplicacdo de um terceiro acaricida (amitraz como controlo), o que veio a
diminuir ainda mais a populacdo de Varroa destructor, fortalecendo colonia (Thrasyvoulou et
al., 2008; Gajger, Kozaric, Berta, Nejedli & Petrinec, 2011).

Ao longo de todo o ensaio, deparamo-nos com alguns obstaculos na realizacdo do mesmao.
O facto de ndo haver maior nUmero de colénias limitou a organizacdo de dois grupos
controlo homogéneos entre si, e entre as coldnias de cada grupo.

Por ndo se poder controlar os fatores ambientais houve necessidade de realizar algumas
alteracbes do protocolo ao longo o ensaio, por parte da empresa fornecedora dos
acaricidas, de modo a adaptar o modo de administracdo destes medicamentos as
temperaturas diarias e previstas. Isto indica-nos que é dificil realizar um protocolo fixo,
mesmo determinando varios protocolos para aplicar em diferentes épocas do ano,
aumentando a probabilidade de aplicac&o incorreta dos acaricidas por parte dos apicultores.
A presenca de precipitacdo nos dias de recolha de tabuleiros dificultou este processo, tal

como contagem dos acaros da espécie Varroa destructor.

Na continuacao deste trabalho, e de modo a obter resultados de maior eficicia e confianca,
deveriam ser feitas algumas altera¢des a este desenho experimental.

Os acaricidas deveriam ser aplicados durante o tempo minimo indicado pelo distribuidor (3
semanas para o Thymovar® e 6 semanas o Apistan®). De modo a ndo aplicar o timol em
temperaturas baixas, o0 ensaio deveria iniciar-se em setembro, ou num local com

temperaturas mais elevadas durante o outono.
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As colmeias deveriam ser protegidas da chuva, de modo a que ndo entrasse agua para o
tabuleiro dos estrados sanitérios, revestidos com uma substancia com propriedades
autocolantes, de modo a impossibilitar a fuga de Varroas ainda vivas.

De preferéncia, deveriam ser escolhidas col6nias com populacbes de Varroa semelhantes,
gue ndo ponham em causa a viabilidade do enxame, ndo resistentes aos acaricidas em
estudo (realizando testes prévios), e colocadas em apiarios isolados, de modo a diminuir
contaminacdes cruzadas e pilhagens.

Deveriam também ser utilizados trés grupos controlo, um sem tratamento, e os outros com a
aplicacdo de apenas um acaricida.

Embora os objetivos do estudo tenham sido realizados, para melhorar a confianca nos
resultados, o ensaio deveria ser realizado noutros apiarios, em varias localizacdes do pais,
pois a eficacia pode variar, como ja referido, pelas condicées ambientais e pela presenca de

populacdes de Varroa destructor resistentes a certos acaricidas.
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6. Concluséao

Para este estudo, foram utilizados dois grupos com 10 colonias cada (n=10), sendo aplicado
um acaricida apds o outro, com ordem invertida em cada um dos grupos. A eficacia média
de tratamento foi de 87,3% no grupo com primeira aplica¢do de timol, e de 91,2% no grupo

em gque foi aplicado em primeiro lugar o fluvalinato.

Ao realizar a contagem de queda de Varroas e a forca das colmeias no momento Ty,
concluimos tratar-se de um apiario heterogéneo, apresentando colénias com diferentes
graus de infestacdo deste parasita e diferentes forca de colonia.

A forca das colonias diminui ao longo do ensaio para o numero de abelhas adultas, o que
seria de esperar com o avancar do outono. O aumento ligeiro da forca das col6nias em

relacdo a criagdo pode dever-se ao combate eficaz a varroose.

ApOs andlise estatistica e através de um teste ANOVA para medidas repetidas, concluimos
que ha interacdo entre o tempo e o modo de aplicagdo de tratamento (p<0,05). Com
aplicacdo de um Teste-T ndo emparelhado, concluimos que ndo héa diferenca significativa
entre os dois grupos (p=0,304), o que seria de esperar visto 0s dois grupos apresentarem
médias de eficicia de tratamento aproximadas (TA= 87,3% e AT= 91,2%).

Apesar disto, as médias de eficacia foram ambas elevadas e superiores a estudos nacionais
com aplicacdo de apenas um acaricida, apresentando-se assim, como uma boa alternativa
para o combate ao Varroa destructor.

Visto que a queda de acaros apresentou picos de contagens consistentes com 0s picos de
aumento de temperatura, acreditamos que estes protocolos sejam dependentes da
temperatura ambiental. Assim, a escolha entre os dois protocolos devera pender mais pelas
condigBes ambientais e o local onde sera aplicado, do que propriamente a eficacia.

A aplicacdo de timol em primeiro lugar pode ser mais util, visto que o seu modo de acéo é
influenciado pela temperatura, podendo mais facilmente atrasar ou adiantar o tratamento
consoante as previsbes meteoroldgicas. Por outro lado, no caso de tratamentos no fim do
verao ou no inicio do outono, em que haja temperaturas muito elevadas, pode levar a que a
sua aplicacdo em primeiro lugar ndo seja ideal, utilizando primeiro o fluvalinato, com modo
de acdo independente da temperatura.

Depois de analisadas as amostras colhidas em todas as col6nias do apiario, concluimos que
a presenca de nosemose em colmeias do estudo e externas ao estudo ndo apresentava
diferengas significativas. A presengca de uma colmeia de cada um destes grupos com
ascosferiose e de apenas duas do grupo das col6nias em estudo com loque americana

também nos indica ndo haver diferencgas entre eles.
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Avaliando a presenca de varroose nos dois grupos, concluimos que a aplicacdo de trés
acaricidas tem eficacia, a longo prazo, bastante superior a aplicagdo de apenas dois
acaricidas. Na contagens realizadas no final do més de janeiro 2012, as colonias em estudo
apresentaram média de queda de Varroa destructor em 24 horas de 0,4, enquanto que as
restantes coldnias, em que apenas foram aplicados os dois acaricidas em estudo (timol e
fluvalinato), apresentaram média de 22 acaros desta espécie. Apds analise estatistica por
teste Qui-quadrado (X?) para tabelas 2x2, concluimos que houve diferencas significativas
nos resultados de diagndstico de varroose nas colmeias do estudo e nas colmeias externas

ao estudo, visto que p=0,0007.

Neste ensaio nao foi avaliado o ponto de vista econdmico, pelo que seria necessario
comparar os resultados da producdo de mel (e outros produtos da apicultura), entre grupos
e entre estes e um grupo controlo, e os custos de cada tratamento. Embora este fator possa
nao ser de grande relevancia para grande parte dos apicultores nacionais, visto que o0s
medicamentos sdo fornecidos pelas associagbes de apicultores e financiados pelo Plano
Apicola Nacional; e, por outro lado, porque estd indicada a utilizacdo de Apistan® e
Thymovar® em duas aplicagdes (0 que implica a compra do medicamento no dobro das
guantidades), trata-se de um objeto de estudo interessante, principalmente para apicultores
ndo afetos a associagcdes apicolas, ou para outros paises sem financiamento dos

medicamentos.
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Anexos

Anexo 1 - Dados meteorolégicos durante o primeiro tratamento (estacado

meteoroldgica da Tapada da Ajuda).

Temperatura  Temperatura Horas de  Humidade
maxima minima Precipitagcdo  insolagdo  relativa%

07-Out 26,5 17,5 0 9,4 61
08-Out 27,2 17,5 0 10 43
09-Out 29 17 0 9,4 43
10-Out 28,3 16,9 0 10 55
11-Out 30,5 14,5 0 10 59
12-Out 32 17 0 9,6 51 -
13-Out 33,3 17 0 9,7 66 FIELE
14-Out 27 15,6 0 9,2 gs | ralamento
15-Out 24 15 0 9,1 86
16-Out 26,8 14,7 0 5,3
17-Out 27,5 14,9 0 9,2 57
18-Out 27,5 154 0 9,5 65
19-Out 23,7 14 0 9,6 66
20-Out 25 13,3 0 9,2 57
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Anexo 2 - Dados meteorolégicos durante o segundo tratamento (estacdo
meteoroldgica da Tapada da Ajuda).

Temperatur  Temperatura Horas de Humidade
a maxima minima Precipitagdo  insolacdo relativa%
22-Out 23,5 14,5 0 8,6 88
24-Out 19,3 16 30,6 52 64
26-Out 19,1 12,9 0 0
28-Out 20 13 3,7 9,6
30-Out 23 9,5 0 8,8
01-Nov 18,8 14,5 2,5 1,1
03-Nov 19 15,5 39,5 59
05-Nov 16 9 10,5 7,5
07-Nov 0 8,6
09-Nov 8,5 47 0
11-Nov 23 14 0
13-Nov 12,5 52
15-Nov 17,5 11,5 0 6,2
17-Nov 19,2 12,5 0 7,5
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Anexo 3
meteorolégica da Tapada da Ajuda).

19-Nov

21-Nov

23-Nov

25-Nov

27-Nov

29-Nov

01-Dez

— Dados meteorolégicos durante o

Temperatura
maxima

17,5

16,9

17,5

20

20

15,8

17

Temperatura
minima

10

8,3

7,5

12,5

7,5

8,5

Precipitacao

31,6

0,7
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tratamento controlo (estacéo

Horas de Humidade
insolacao relativa%

3,6 84

0,5 79

8,6 75

8,8 67

8,8 79

0,5 98
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Anexo 4 - Queda estimada de Varroa em 24 horas no momento T, e durante a

aplicacdo do primeiro acaricida.

Colmeia 07-Out  08-Out 10-Out 12-Out 14-Out 17-Out 19-Out 21-Out

To Primeiro tratamento

1 508 776 584 457 788 675 603 647

2 90 178 168 78 77 88 63 99

3 138 425 242 179 181 128 189 171

4 70 280 121 225 265 200 140 135

5 120 170 163 182 176 128 188 139

6 348 352 275 318 357 307 365 292

7 38 71 67 63 97 89 78 73

8 257 415 452 370 483 329 391 258

9 285 252 171 152 219 206 314 229

10 54 141 163 199 217 227 194 169

11 133 264 293 244 306 253 229 260

12 109 142 149 140 116 109 78 50

13 70 216 216 161 164 174 149 131

14 225 340 326 289 405 319 270 275
15 115 309 187 221 306 324 288 270
16 116 158 173 172 225 269 275 298

17 44 36 80 86 64 65 52 39
18 134 223 160 195 214 253 211 194

19 67 250 299 292 233 171 173 142

20 43 198 134 137 107 102 96 82
Média Geral 148 260 221 208 250 221 217 198
Grupo TA 153 324 263 234 286 238 225 211
Grupo AT 143 196 179 181 214 203 210 184
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Anexo 5 — Queda estimada de Varroa em 24 horas durante a aplicacdo do segundo

acaricida.
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Anexo 6 — Queda estimada de Varroa em 24 horas durante a aplicacdo do acaricida
controlo.

Colmeia 21-Nov 23-Nov  25-Nov  28-Nov  30-Nov 02-Dez
Tratamento controlo

Média Geral

Grupo AT 120 30 46 34 20 26
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Anexo 7 — Andlise estatistica.

ANOVA medidas repetidas

Mauchly's Test of Sphericity®
Measure:time
Epsilon?
Approx. Chi- Greenhouse-
Within Subjects Effect | Mauchly's W Square df Sig. Geisser Huynh-Feldt | Lower-bound
tempo .0o0 189 17 142 .053

Tests the null hypothesis that the error covariance matrix of the orthonormalized transformed dependent variables is
proportional to an identity matrix.

a. May be used to adjust the degrees of freedom for the averaged tests of significance. Corrected tests are displayed in the
Tests of Within-Subjects Effects tahle.
h. Design: Intercept + tratamento
Within Subjects Design: tempo

Measuretime

Tests of Within-Subjects Effects

Type lll Sum Partial Eta

Source of Squares df Mean Square F Sig. Squared
tempo Sphericity Assumed 15500853.96 19 815834.419 35.296 .0oo 662

Greenhouse-Geisser | 15500853.96 2.228 | 6957588.885 35.296 .0o0 .662

Huynh-Feldt 15500853.96 2.698 | 5744636.438 35.296 .0oo 662

Lower-bound 15500853.96 1.000 | 15500853.96 35.296 .0o0 662
tempo *tratamento  Sphericity Assumed 1462045.380 19 76949757 3.329 .000 156

Greenhouse-Geisser | 1462045.380 2.228 656241.958 3.329 041 156

Huynh-Feldt 1462045.380 2.698 541835.904 3.329 .03 156

Lower-hound 1462045.380 1.000 | 1462045.390 3.329 .085 156
Error(tempo) Sphericity Assumed 7805117.250 342 23114.378

Greenhouse-Geisser 7805117.250 40102 197123.749

Huynh-Feldt 7905117.250 48.570 162758.146

Lower-bound 7905117.250 18.000 439173181

Teste-T ndo emparelhado
Group Statistics
Std. Error
grupo N Mean Std. Deviation Mean
Eficacia TA 10| 87.258981 8.8591300 2.8015029
AT 10| 91.236681 7.9426298 2.5116801
Independent Samples Test

Levene's Test for Equality of
Variances

test for Equality of Means

95% Confidence Interval of the
Difference

Mean Std. Error
F Sig. df Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper
Eficacia  Equal variances 219 645 -1.057 18 304 -3.9777002 3.7625730 -11.8825726 3.9271723
assumed
Equal variances not -1.057 17.790 .305 -3.9777002 3.7625730 -11.8892818 3.9338815
assumed
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Anexo 8 — Resultados das amostras analisadas no LNIV provenientes das colmeias

em estudo.

Colmeia [Nosemose | Varroose |Ascosferiose| Loque Americana Notas
07.1 (1) -
09.1(2) -
11.1 (3) -
17.1 (4) -
18.1 (5) -
20.1 (6) v
08.2 (7) -
10.2 (8) -
11.2 (9) v
12.2 (10) -
14.2 (11) -
15.2 (12) v
16.2 (13) -
19.2 (14) -
23.2 (15) -

=

- - Colmeia fraca

O o0oo0oOor oOorProor ooo
1
AN

Pilhada a 02-
023@7) | - | e | e e Fev

03.3 (16) v 2
01.4 (18) - 0 - -
05.4 (19) v 0

1

06.4 (20) v
v' : Diagnéstico positivo

- : Diagnéstico negativo

* . Contagem de queda de Varroas em 24h
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Anexo 9 — Resultados das amostras analisadas no LNIV provenientes das colmeias do

apiario ndo incluidas no estudo.

Loque

Colmeia | Nosemose | Varroose* | Ascosferiose Amer0i|cana Notas
02.1 v 1 - -

03.1 - 11 - -

04.1 - 1 - -

05.1 v 22 - -

08.1 - 1 - -

13.1 v 1 - -

16.1 - 2 - -

02.2 - 0 - -

03.2 v 1 - - Colmeia fraca
04.2 - 54 - -

05.2 4 57 - -

06.2 v 132 - -

07.2 v 5 - -

09.2 - 131 - -

18.2 - 0 - - Sem abelhas e criacdo
20.2 - 1 v -

21.2 v 2 - -

01.3 - 1 - -

04.3 - 13 - -

05.3 v 13 - -

02.4 v 30 - -

03.4 v 34 - -

04.4 - 0 - -

v : Diagnéstico positivo
- : Diagna@stico negativo

*: Contagem de queda de Varroas em 24h
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