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O projeto MITE (MITE- Varroa e virus transmitidos: Monltorizagdo de muTagoes e
dEsenvolvimento de ferramentas moleculares inovadoras) recebeu aprovagao final no
dia 16 de junho de 2023.

A entidade proponente deste projeto é a FENAPICOLA — Federagdo Nacional de
Cooperativas Apicolas e de Produtores de Mel, FCRL e as entidades participantes sdo o
Instituto Politécnico de Braganga e o Centro de Investigacion Apicola y Agroambiental
de Marchamalo (Espanha) que colabora intelectualmente no MITE, sem, no entanto, um
or¢amento atribuido. A coordenacdo da componente técnico-cientifica e interligacao
com as entidades participantes serd da responsabilidade de Dora Henriques, coadjuvada
por M. Alice Pinto (Instituto Politécnico de Braganca).

Em Portugal, a semelhanga do resto da Europa, a varroose ¢ considerada uma doenca
endémica, responsavel por inumeros prejuizos a apicultura (DGAV, 2022). Para apoiar
os apicultores foi criado um programa sanitario apicola, onde se estabelecem medidas
de sanidade veterinaria para a defesa contra as doencgas das abelhas, existindo uma sec¢ao
apenas direcionada para a varroose designada por “plano de luta contra a varroose”.

A forma mais eficaz de controlar a varroa ¢ através do uso de acaricidas sejam eles
sintéticos ou organicos (e.g., a base de timol ou 4cido oxalico). Os acaricidas sintéticos
podem ser piretroides (tau-fluvalinato e flumetrina), formamidinas (amitraz) ou
organofosfatos (cumafos) (Noél et al., 2020). Em Portugal ndo h4 nenhum medicamento
homologado para tratamento da varroose que tenha como base o cumafos. A utilizacao
intensiva e repetida dos acaricidas sintéticos tem levado ao aparecimento de resisténcias
um pouco por todo o mundo (Mitton et al., 2022a). Existem varios mecanismos de
resisténcia que podem estar relacionados com alteracdes no local de a¢do ou na
quantidade de acaricida que chega ao local de acdo através de mudangas na penetragao,
ativacdo ou destoxificagdo do composto (Vlogiannitis et al., 2021). A base molecular de
alguns dos mecanismos de resisténcia da varroa aos piretroides (Benito-Murcia et al.,
2022; Gonzalez-Cabrera et al., 2013, 2016, 2018) e ao amitraz (Hernandez-Rodriguez et
al., 2021) foi descrita recentemente. Com base neste novo conhecimento, foram
desenvolvidas ferramentas moleculares que permitem identificar a presenca das
mutacoes associadas a resisténcia, ou seja, verificar se determinada populagdo de varroa
¢ ou nao resistente (Gonzalez-Cabrera et al., 2016; Hernandez-Rodriguez et al., 2021;
Millan-Leiva et al., 2018). Essas ferramentas moleculares t€m como base o assay
TagMan, uma técnica otimizada para estudar poucos variantes (SNPs) em muitos
individuos (Gonzalez-Cabrera et al., 2016). Foi também desenvolvida uma ferramenta
de diagndstico que tem como base a técnica PCR-RFLP (Reagao em Cadeia da
Polimerase - Polimorfismo de Restri¢ao de Fragmentos de DNA) (Millan-Leiva et al.,
2018). A aplicagdo destas ferramentas na monitorizagdo das populagdes de varroa
permite determinar a larga escala e com elevada precisao qual a prevaléncia de
resisténcia aos diferentes acaricidas, o que podera ajudar na luta integrada contra a
varroose. Porém, a aplicacdo destas ferramentas ndo esta ao alcance dos técnicos de
apicultura e apicultores porque requerem laboratdrios moleculares especializados e
normalmente os testes sdo caros.
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Ao contrario do que acontece com a Varroa destructor, para os virus nao ha nenhum
tratamento disponivel. Além disso, em Portugal continental, ndo é conhecida a
distribui¢do e prevaléncia dos virus mais importantes das abelhas, contrariamente aos
Acores onde recentemente se fez uma monitorizagdo em todas as ilhas, exceto Corvo,
no ambito do projeto BEEHAPPY (Lopes et al., 2024). Devido a estreita associacio
entre a V. destructor e o virus Deformed Wing Virus (DWYV), a luta integrada contra a
varroose acaba por ter também efeito neste virus. No entanto, € importante salientar que
compreender a distribui¢do e disseminacao das doencgas € essencial ao desenvolvimento
de estratégias adequadas ao controlo e contengdo das doengas.

A detecdo e quantificacao dos virus das abelhas ¢ normalmente feita através da técnica
qRT-PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real com Transcrigao
Reversa), similar a usada no diagnostico de infecdo por SARS-CoV-2, a qual requer um
Laboratdrio de Biologia Molecular relativamente bem equipado. No contexto da
pandemia, a empresa Portuguesa STAB Vida desenvolveu um teste inovador de
identificacdo rapida do SARS-CoV-2, baseado na amplificacdo isotérmica de 4cidos
nucleicos (DNA e RNA). Este teste, batizado Doctor Vida, foi rapidamente vendido e
disseminado a escala mundial. A tecnologia Doctor Vida € baseada num equipamento
portatil (cabe numa mao) e barato que permite a monitorizacao da curva de
fluorescéncia em tempo real (semelhante a do termociclador em tempo real), a qual €
controlada por uma App que pode ser instalada em qualquer smartphone. Esta técnica
oferece um potencial enorme na detecao rapida das mutagoes ligadas a resisténcia da
varroa aos acaricidas e fazer a detecdo de virus ndo requerendo um laboratorio de
biologia molecular.

Genericamente, neste projeto pretende-se verificar se existem em Portugal populacdes
de varroa portadoras dos alelos que conferem resisténcia aos piretroides e ao amitraz, e
em caso afirmativo estudar a sua distribuicdo geografica. Pretende-se também
modernizar o setor apicola ao desenvolver-se ferramentas moleculares inovadoras que
possam ser facilmente usadas na luta integrada contra a varroose e concomitantemente
contra os virus associados como o DWV. Os objetivos especificos sdo os seguintes:

[.  Desenvolver uma ferramenta molecular inovadora com base na
tecnologia Doctor Vida para detetar as mutagdes associadas a resisténcia
da V. destructor aos piretroides e ao amitraz;

II.  Implementar o primeiro rastreio a nivel nacional das mutagdes associadas
a resisténcia da V. destructor aos piretrdides e ao amitraz;

III.  Desenvolver uma ferramenta molecular inovadora com base na
tecnologia Doctor Vida para detetar as diferentes variantes do DWV;

IV.  Implementar o primeiro rastreio em Portugal continental das variantes do
DWYV;

V.  Desenvolver uma ferramenta molecular inovadora com base na
tecnologia Doctor Vida para detetar as mutacdes associadas a resisténcia
da V. destructor aos piretrdides e ao amitraz.
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2. RESUMO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

O projeto MITE foi dividido em sete atividades e 17 tarefas (Anexo I), a serem
desenvolvidas ao longo de 53 meses.

Durante a sua execuc¢ao, foram acrescentadas novas tarefas, conforme detalhado abaixo:
Tarefas Adicionadas ao Projeto:

1. Realizacdo de amostragem de abelhas vivas e varroas em Portugal Continental
(Extensao da Atividade Al).
Justificacao:
Devido a dificuldade na angariagdo de apicultores e a fraca colaboracao
das associagdes apicolas, a amostragem prevista ndo foi realizada nos
primeiros dois anos. Considerando a importancia critica das amostras
para a continuacao do projeto, optou-se por realizar a amostragem
pessoalmente em todo o territério continental. Para tal, foi contratada
uma nova bolseira (Claudia Rodrigues) e adicionadas despesas
imprevistas, totalizando 1.889,18 € acima do or¢camentado. Atualmente,
dispomos de amostras suficientes de V. destructor para 315 colonias
(ntimero de coldnias estipulado era de 250), porém apenas de 229
coldnias de abelhas para estudo do DWV, sendo necessaria nova
amostragem na primavera para alcangar as 250 colonias prometidas e de
forma a obter amostras dos distritos de Castelo Branco, Montalegre,
Guarda e Lisboa.
2. Avaliagdo Clinica dos Apidrios (Tarefa 1.3, Atividade Al).
Justificacao:
Aproveitando os gastos adicionais com a amostragem, realizou-se
também uma avaliacao clinica dos apiarios, que revelou que a varroa € a
doenga de maior prevaléncia em Portugal. Esta a¢do permitiu um
diagnostico mais detalhado e independente do estado sanitario das
colmeias nacionais.
3. Desenvolvimento de uma aplicagdo (app) para avaliagao clinica dos apiarios
(Tarefa 1.4, Atividade Al.
Justificacao:
Foi desenvolvida uma aplica¢do, denominada ApiVet, com o objetivo de
facilitar aos médicos veterinarios e técnicos apicolas a realizagdo e
armazenamento de avalia¢des clinicas dos apiarios. ApoOs testes, esta app
sera disponibilizada no site da FENAPICOLA.
4. Testes de métodos de extragdo de DNA de V. destructor (Tarefa 1, Nova
Atividade 1).
Justificacio:
Embora diversos métodos estejam descritos na literatura, nem sempre se
obtém uma quantidade suficiente de DNA, além da variabilidade de
precos dos kits. Assim, foram testados diferentes métodos para garantir
uma extragdo eficiente e economicamente viavel.
5. Estudo da variabilidade dos genotipos associados com a resisténcia a acaricidas
em V. destructor numa colonia (Tarefa 2, Nova Atividade 1)
Justificacao:
O projeto inicialmente previa a analise de uma tnica varroa por colénia
para inferir a presenca dos alelos de resisténcia a acaricidas. Contudo,
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tornou-se relevante verificar se uma varroa representa o pool genético da
coldnia e se ¢ viavel utilizar um conjunto de individuos numa mesma
reagao de PCR.

Divulgacao e Comunicacio Cientifica (Atividade A7):

Na atividade A7, o projeto foi apresentado em 3 eventos dirigidos a apicultores,
essenciais para impulsionar a participa¢do na amostragem. Adicionamente for realizada
a seguinte comunicag¢do cientifica:

Participa¢do em formato de poster no Congresso Nacional de Biologia Evolutiva
(1 poster)

Participa¢do em formato poster no VI International Conference of the
Portuguese Society of Genetics, Oeiras, Portugal (1 poster)

Participag@o no congresso internacional 10th European Conference of
Apidology (2 posters)

Agendada apresentagdo no Congresso APIMONDIA, em setembro (1 poster)
Publicacao de 2 artigos na revista Voz do Campo, em agosto

Estado Atual do Projeto:

Até ao terceiro ano de execugdo, foram iniciadas 15 tarefas e concluidas 5. Este projeto
também tem sido importante para a formacao académica das pessoas listadas a seguir:

Maira Costa: Aluna de doutoramento na Universidade da Corufia. Tese:
Monitorizagdo de mutagdes da Varroa destructor e desenvolvimento de
ferramentas moleculares inovadoras (2023-2025);

Marta Cristina Louzeiro Coelho. Estagio de licenciatura em Biologia e
Biotecnologia. Instituto Politécnico de Braganca. Detecdo das mutagdes
associadas a resisténcia da Varroa destructor aos piretrdides (06 de setembro de
2024);

Nathalia Vitrio Monegaglia. Estagio de Iniciagdo Cientifica. Instituto Politécnico
de Braganga. Desenvolvimento de primers para a monitoriza¢do das mutagdes
associadas com a resisténcia da Varroa. destructor ao amitraz (2024).

Jodo Victor M. Souto. Estagio Iniciacao Cientifica. Instituto Politécnico de
Braganca. Resisténcia da Varroa destructor ao Amitraz (2024).

Jhennifer Viana Almeida. Estagio Iniciagcdo Cientifica. Instituto Politécnico de
Braganga. Desenvolvimento de primers para reagdes LAMP para detetar
mutacdes associadas com a resisténcia da V. destructor aos piretroides em
Portugal (2025).

Sara Sanchez Silva. Estagio Iniciacdo Cientifica. Instituto Politécnico de
Braganca. Desenvolvimento de primers para detetar uma nova mutacao
associada com a resisténcia da V. destructor ao amitraz em Portugal (2025).
Lucas Barbosa Correia. Estagio Inicia¢do Cientifica. Instituto Politécnico de
Braganca. Desenvolvimento de primers para reagdes LAMP para detetar

mutagdes associadas com a resisténcia da V. destructor ao Amitraz em Portugal
(2025).
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Alice Maria Pimenta Leal da Silva. Estagio Iniciacdo Cientifica. Instituto
Politécnico de Braganga. Amostragem de abelhas para dete¢ao de Varroa
destructor e Deformed Wing Virus (2025).

Sarah de Oliveira Rodrigues. Estagio de licenciatura em Biologia e
Biotecnologia. Instituto Politécnico de Braganca. Detecdo do virus das asas
deformadas (Deformed wing virus) em abelhas Apis mellifera em Portugal
continental (2025).

Claudia Susana Alves Rodrigues. Estagio de Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria. Universidade do Porto. Apis mellifera: O estado sanitario das

colonias em Portugal continental, a Varroose e o virus das asas deformadas
(2025)
Mohamed Khalil Bejaoui. Tese de Mestrado em Engenharia Biotecnologica.

Instituto Politécnico de Braganca. Development of a Molecular Tool to Detect
Mutations Associated with V. destructor Resistance to Pyrethroids (Em curso)

Tabela 1. Atividades relativas ao terceiro ano do projeto MITE.

Atividade Tarefas Estado
Al e Preparagdo de um inquérito e Concluida
Preparagdo de ® Contatar apicultores e Em execugdo
um inquérito e ® Amostragem abelhas e V. e Em execug¢do
amostragem destructor
e Nova atividade: Avaliagao e Concluida

Clinica Apiarios
e Desenvolvimento de uma

ferramenta para a avaliacdo e Em execuc¢do
clinica dos apiarios
Nova e Testar métodos de extracao de e Concluida
Atividade 1: DNA de V. destructor e Concluida
Testar e Nova atividade: Variabilidade
métodos de individual da resisténcia a
extracio de acaricida em V. destructor ao
DNA de V. nivel da colonia
destructor
A2. e Controlos positivos e Em execucio
Ferramenta ® lestar primers do gene VGSC e Concluida
molecular e Desenvolvimento de uma e Em execucdo
para detetar as ferramenta molecular
mutacoes
associadas a
resisténcia da
V. destructor
aos piretrdides
A3 e Controlos positivos ¢ Em execu¢do
Ferramenta  ® 1estar primers do gene OctB2R e Em execu¢do
molecular e Desenvolvimento de uma e Em execucdo
para detetar as ferramenta molecular
mutacoes

associadas a
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resisténcia da
V. destructor
ao amitraz
Ad. e Monitorizagdo a nivel nacional e Em execugdo
das mutagdes da resisténcia da
V. destructor aos piretroides e ao
amitraz.

Monitorizacao
a nivel
nacional das
mutacoes da
resisténcia da
V. destructor
aos piretroides
¢ ao amitraz

A5, e Monitoriza¢do a nivel nacional e Em execugdo

L de DWV
Monitorizacao

anivel
nacional das
variantes
DWV-Ae
DWV-B

3. ATIVIDADES REALIZADAS E RESULTADOS ALCANCADOS

ATIVIDADE 1: PREPARACAO DE UM INQUERITO E AMOSTRAGEM

TAREFA 1.1. PREPARACAO DE UM INQUERITO v

O inquérito (Anexo II) para a amostragem da varroa foi preparado e cada apicultor que
participa com amostras deve preenché-lo. O inquérito tem como objetivo entender qual
os tipos de apicultura praticam (convencional ou bioldgica), as estratégias adotadas para
o controlo da varroa, que tipo de varrocidas sdo aplicados, bem como o nimero de
tratamentos e aplicacdes, e se houve necessidade de aumentar as doses de tratamento
nos ultimos anos. Sendo a prote¢ao de dados sera assegurada.

No total, participaram 80 apicultores que responderam ao questiondrio e enviaram
amostras de varroa. Além destes, seis pessoas responderam ao questionario mas ao
foram rececionadas amostras, enquanto quatro enviaram amostras mas nao preencheram
0 questionario. Assim, o nimero total de participantes nesta iniciativa foi de 90
apicultores, dos quais oito sdo mulheres, 79 sdo homens e trés sdo empresas ou
associagoes. Cada pessoa podia responder mais do que uma vez ao questionario se
fossem adotadas diferentes praticas apicolas (Figura 1). No final foram analisadas 96
respostas validas ao questionario, cujos resultados serdo divulgados brevemente na
revista técnica do setor agrario, Voz do Campo.
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Figura 1. Distribui¢do dos apicultores participantes do projeto.

Das 96 respostas, conseguimos perceber como os apicultores estdo a gerir os seus
apiarios para controlar a varroa. Na Figura 2, o grafico mostra que a grande maioria
pratica apicultura convencional (91), enquanto apenas um pequeno grupo faz apicultura
biologica (5), refletindo o cendrio atual da apicultura em Portugal. Ao lado, apresentam-
se as varias estratégias de controlo da varroa usadas, sendo que a maioria utiliza
varroicidas (93,62%), seguida da substitui¢do regular de quadros e ceras (82,98%) e do
desdobramento das colmeias (68,09%). Estes dados indicam que os apicultores
combinam varias técnicas para tentar manter a varroa sob controlo, mostrando uma
preocupacdo ativa com a saude das suas coldnias.
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Figura 2. Tipo de apicultura praticada e estratégias adotadas para o controlo da varroa, de acordo com as
96 respostas ao questionario.

Quanto ao numero de tratamentos por ano, a maioria dos apicultores indicou que realiza
trés tratamentos, embora também haja um ntimero relevante de respostas a apontar
quatro ou mais, o que mostra um esfor¢o continuo no controlo da varroa. Em relagdo a
rota¢do de tratamentos, 56 apicultores afirmaram que fazem rotacao, enquanto 40
disseram que ndo. Este dado mostra que ainda ha espago para reforgar a importancia
desta pratica. Ja no que toca ao tipo de rotagdo utilizada, o cendrio mais comum ¢ a
rotagdo entre produtos organicos e sintéticos (40 respostas), seguida pelos que nao
fazem qualquer tipo de rotagdo (49). Estes resultados indicam que, apesar de haver
margem para melhoria, muitos apicultores ja adotam estratégias eficazes de controlo
(Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo das respostas dos apicultores (n=96) quanto ao nimero de tratamentos aplicados
por ano, a pratica de rota¢do de tratamentos e ao tipo de rotagado utilizada.



Quanto as marcas de acaricidas mais utilizadas, divididas por tipo (amitraz, piretroides,
entre outros), a grande maioria dos apicultores indicou o uso dos trés produtos
homologados em Portugal a base de amitraz — Apivar®, Amicel® e Apitraz® —
representando, no total, 75% das respostas. Devido a essa forte preferéncia por produtos
a base de amitraz, observou-se que 77% dos acaricidas utilizados sdo sintéticos,
enquanto 23% sao organicos. Além disso, 53 apicultores afirmaram que tém vindo a
aumentar a dosagem dos tratamentos ao longo do tempo, o que pode estar relacionado

com preocupagdes sobre a eficacia dos produtos ou sinais de resisténcia da varroa
(Figura 4).
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Figura 4. Produtos comerciais de varroicidas mais utilizados pelos apicultores (n=96), agrupados por tipo
de substancia ativa. A figura mostra também a percentagem de acaricidas sintéticos e organicos, € a
proporg¢do de apicultores que aumentaram a dosagem dos tratamentos ao longo do tempo.

TAREFA 1.2. CONTACTAR APICULTORES COM A COLABORACAO DA
FENAPICOLA

Apicultores distribuidos por todo o territorio nacional, que praticam diferentes tipos de
apicultura (convencional ou em modo de produgdo bioldgica), estdo a ser contatados.
Por uma questdo de facilidade, comegou-se por
solicitar amostras de varroas e, apos obter os
contatos dos apicultores e associagdes, proceder-se-
a a amostragem de abelhas vivas. Foram contatadas
12 associacdes e 80 apicultores. Foram distribuidos
mais de 500 kits, constituidos por 3 tubos de
Eppendorf com élcool absoluto, etiquetas,
parafilme, tudo num saco de plastico com envelopes
pré-pagos do CTT e a morada do IPB (Figura 5). Os
kits sdo entregues juntamente com um documento

contendo instruc¢des para a colheita de varroas
(Anexo III).

Figura 5. Composicao do kit para amostragem de varroas.
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TAREFA 1.3. AMOSTRAGEM

Para o estudo das resisténcias, devem ser amostradas varroas de 250 coldnias
distribuidas de norte a sul do pais. Para a monitorizagdo do DVW, serdo amostradas
obreiras de 250 coldnias distribuidas igualmente de norte a sul do pais.

Desde o inicio do projeto, j& participaram 84 apicultores, que contribuiram com
amostras provenientes de 154 apidrios distribuidos por todo o territério nacional (Figura
6). Desses participantes, 49 apicultores enviaram amostras de varroas diretamente para
o Instituto Politécnico de Braganga (IPB), enquanto de 35 recolheram-se, as amostras
durante visitas da equipa do projeto MITE aos apidrios entre os meses de abril € maio
de 2025, onde foram recolhidas abelhas vivas e criacdo de 75 apiarios.

Ao incluir na amostragem favos operculados com criagdo, a equipa MITE conseguiu
recolher simultaneamente amostras de varroas e de abelhas em 55 apidrios, pertencentes
a 36 apicultores e 3 empresas ou associacdes. Esta abordagem revelou-se
particularmente eficaz, uma vez que muitas varroas se encontravam nos favos
operculados — onde normalmente se reproduzem — permitindo assim a recolha direta
das parasitas juntamente com as abelhas adultas no mesmo momento e local.

No total, foram recebidas amostras de varroas de 315 coldnias e relativamente as
abelhas, de 229 colonias. Todas as amostras de varroa foram identificadas com um
codigo interno, conservadas em alcool absoluto e armazenadas a -20 °C até a sua
utilizagdo. Quanto as amostras de abelhas foram também identificadas com o ID interno
e armazenadas em -80 °C para conservagdo de do RNA do virus que se degrada muito
mais facilmente que o DNA.

As localizacdes dos apidrios amostrados podem ser visualizadas no mapa (Figura 6),
onde os pontos correspondentes as amostras estao assinalados com cores distintas. Esta
prevista a realiza¢cdo de uma amostragem nas regides de Castelo Branco, Guarda,
Montalegre e Lisboa — areas que, conforme se observa no mapa, ainda apresentam
lacunas na recolha de amostras, tanto de abelhas como de varroas. Esta agdo visa
colmatar essas falhas e garantir uma melhor representatividade do territdrio nacional.
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Figura 6. Mapa dos apidrios amostrados em territorio nacional, indicando o tipo de amostras recolhidas:
varroa, abelhas ou ambas.

Como referido no relatorio anterior, uma das principais dificuldades na amostragem de
varroas prende-se com o facto de, apesar do problema crescente associado a varroose,
poucos apicultores realizarem testes para avaliar o nivel de infestacao. No entanto, ao
sermos nos proprios a conduzir o processo de amostragem diretamente nos apidrios —
embora isso tenha representado um custo mais elevado — obtivemos um maior sucesso.
Para além de termos conseguido recolher um niimero significativo de amostras num
curto espago de tempo, tanto de abelhas como de varroas no mesmo apiario, foi também
possivel garantir a preservacdo adequada das amostras para as analises subsequentes.
Esta abordagem permitiu uma analise mais abrangente e integrada da situagdo sanitaria
dos apiarios, com base nas duas amostras. Este sucesso ¢ evidenciado pelo numero de
amostras ja recolhidas, que ultrapassa os valores inicialmente definidos pelo projeto, no
caso das varroas.

NOVA TAREFA 1.4 AVALIACAO CLINICA APIARIOS

Dando continuidade a estratégia de amostragem direta nos apiarios, descrita no ponto
anterior, foi possivel realizar uma tarefa complementar de grande relevancia: a
avaliagdo clinica das coldnias (Figura 7). Esta acdo adicional permitiu registar e
monitorizar o estado sanitario e produtivo das colonias de forma sistematica.
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Figura 7. Realizagdo do exame sanitario.

Para esse fim, foi desenvolvida uma Ficha de Avaliacao Clinica, utilizada no terreno
como instrumento padronizado de recolha de dados (ANEXO V). Esta ficha facilitou a
obtencdo de informagdes detalhadas sobre o estado geral das colonias, como sinais
clinicos de patologias, for¢a populacional, produgdo e condi¢des da colmeia.

No total, foram avaliados 74 apiarios com base neste exame sanitario ¢ na aplicagdo da
ficha. A maioria das exploragdes apicolas era dedicada a producdo de mel (75,7%), com
uma média de 50 colmeias por apiario, operando sobretudo em modo de producao
convencional (96%). Apenas 14 exploragdes (19,8%) praticavam transumancia.

Durante a anamnese, foram recolhidos dados sobre alteracdes observadas nas colonias,
como mortalidade (pontual ou generalizada), alteracdes morfoldgicas e
comportamentais, momento de inicio dos sinais, evolug¢ao ao longo do tempo, impacto
na produg¢do e medidas profilaticas eventualmente aplicadas. Também se questionou
sobre a presenga de apiarios vizinhos nao tratados e o uso local de pesticidas.

O historial clinico incluiu o registo de doengas anteriores, datas de ocorréncia,
tratamentos utilizados, medidas de controlo da varroose e suplementacio alimentar,
quando existente. Junto as coldnias, foi realizado o exame clinico, com identificacao
dos principais predadores, pragas ou parasitas.

No que respeita a anamnese sanitaria, foi referido que, em todos os apiarios avaliados,
se realizava profilaxia preventiva contra a varroose. Sendo a infestagao por V.
destructor foi frequentemente associada ao aparecimento secundario de traca-da-cera
(Galleria mellonella) agravando o estado sanitario das colonias. Foram também
identificados diversos predadores, como: Vespa Asiatica (Vespa velutina), Vespa
europeia (Vespa crabro), Vespa germanica (Vespula germanica) e o Abelharuco
(Merops apiaster). Dentre estes, a espécie invasora V. velutina representa a maior
ameaga, sua presenga tem causado grande preocupacdo devido a sua agressividade, ao
comportamento predatorio direcionado principalmente as abelhas e a sua rapida
expansao por diferentes regides da Europa, com impactos significativos na apicultura e
na biodiversidade (Sundseth, 2016).



METE

De acordo com os apicultores, a varroose foi a doenga mais prevalente, afetando 65,6%
das exploracdes. Seguiram-se, nosemose (8,9%); loque americana (4,4%); ascosferiose
(4,4%); loque europeia (1,1%). Importa destacar que, apesar de ndo constarem casos nos
registos oficiais, foi relatada por um apicultor da regido Sul a ocorréncia de um caso de
loque europeia em 2025, tendo as colmeias afetadas sido eliminadas de acordo com as

diretrizes sanitarias (Figura 8.a).

Em todos os casos de varroose, foram implementados tratamentos especificos, sendo os
mais utilizados os produtos comerciais Amicel® e Apivar®, ambos a base de amitraz.
Registou-se ainda a aplicagdo de combinagdes terapéuticas e o uso de substancias de
base organica, como, acido féormico (Formic Pro®) e acido oxalico (Api-Bioxal®)
(Figura 8.b).

a) Doencas Prevalecentes (74 apiarios) b) Acaricidas Aplicados varroose
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Figura 8. Prevaléncia de patologias apicolas e tratamentos aplicados nos 74 apiarios avaliados: (a)
Frequéncia das principais doengas apicolas identificadas com base nas respostas dos apicultores a ficha de
avaliacdo clinica. Cada apiario pode apresentar uma ou mais patologias, simultaneamente ou ao longo do
ano apicola. (b) Numero de tratamentos realizados para controlo da varroose nos apiarios avaliados.

O uso de farmacos foi frequentemente complementado por medidas zootécnicas, porém
outras estratégias foram adotadas como a substitui¢do de ceras que foi a pratica mais
comum, adotada em 76,4% dos apiarios, seguida pelo desdobramento de colonias
(61,1%) e pela substitui¢do de rainhas com mais de 24 meses (38,9%). A utilizacao de
estrados sanitarios foi referida em 36,1% dos casos, enquanto a eliminagao de alvéolos
de zangdo ocorreu em 30,6%. O enjaulamento temporario da rainha, com o objetivo de
interromper a cria¢do, foi mencionado por 13,9% dos apicultores, e a criagdo de rainhas
resistentes a V. destructor por 16,7% (Figura 9).
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Figura 9. Estratégias adotadas para ajuda no controlo da varroose nos 74 apiarios submetidos a avaliagdo
clinica. Importa salientar que, em todos os casos, foi referida a utilizagdo de farmacos como parte da
estratégia de controlo.

As combinagdes de medidas mais frequentemente relatadas foram: (i) utilizacdo de
varrocidas associada a substituicao regular de ceras (13,5%) e (i1) varrocidas
combinados com substitui¢do de rainhas com mais de 24 meses, substitui¢ao de ceras e
eliminacao de alvéolos de zangaos (21,6%). Estes dados refletem uma crescente
preocupacao com a eficécia terapéutica, a prevenc¢ao da resisténcia e a sustentabilidade
sanitaria das coldnias.

O exame geral teve inicio com observagao a distancia, procurando sinais de pilhagem
(roubo de mel por abelhas externas), enxameagao, alteracdes no voo (como tremores ou
dificuldade para voar), presenca de abelhas mortas com pélen e queda em arco,
manchas escuras na entrada da colmeia, serradura na tabua de voo, odores anémalos ou
alteragcdes morfologicas visiveis, como abelhas sem pelos, com distensao abdominal,
negras e brilhantes ou com asas deformadas. Foram registados casos de enxameagao
(6,8%) e pilhagem (2,7%), além de sinais inespecificos como abelhas mortas no exterior
em forma de arco (13,5%), negras e brilhantes (8,1%) e com tremores ou dificuldade de
voo (4,1% cada), indicativos de multiplas causas subjacentes, desde fragilidade sanitaria
até stress ambiental.

No interior da colmeia, realizou-se a inspe¢ao do ninho e das meias-algas para mel
(half-supers), avaliando o vigor da colonia, o padrdo de criagdo, o comportamento
(defensivo ou higiénico), bem como a presenca de opérculos perfurados, criagdo em
mosaico e alteracdes larvares, como mumificagdo, variagdes de cor, decomposi¢cdo ou
aspeto filamentar. Também se verificou a presenca de parasitas (varroa), tanto em
abelhas adultas quanto na criacdo. Entre os sinais clinicos mais sugestivos de doenga, a
presenga de varroa em abelhas adultas (44,6%) e na criacdo operculada (43,2%) foi a
mais frequentemente reportada, seguida da criacdo em mosaico (37,8%) e de abelhas
com asas deformadas e opérculos perfurados (28,4% cada), indicadores tipicos de
varroose, muitas vezes associada a coinfecgoes virais (Figura 10).
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Figura 10. Sinais clinicos associados a V. destructor em colonias de A. mellifera. a) Abelha com a
presencga da varroa; b) Abelhas com asas deformas; ¢) Favo da criagdo com padrio em mosaico; d)
Alvéolos com opérculos perfurados, presenca de parasita.

Os métodos de diagndstico classificam-se em diretos e indiretos. Entre os diretos,
incluem-se a contagem de varroas foréticas em abelhas adultas, através da recolha de
cerca de 200 abelhas, submetidas a agitagdo com alcool ou actcar no dispositivo
“Varroa Tester 3 em 17, seguida de filtracao e contagem dos acaros (Figura 11a), e a
inspe¢do da criacdo operculada, através da desoperculacao dos alvéolos (Figuras 11b e
¢). No que diz respeito a contagem dos acaros por desoperculagdo, o procedimento
ainda estd em andamento: até o momento, foi realizado em apenas 24 coldnias, restando
ainda a avaliacdo das 201 coldnias restantes.

Figura 11. Métodos de diagnostico laboratorial e de campo. a) Avaliacdo de varroa forética com o
método do agtlicar, com o dispositivo ‘Varroa 3 em 1°; b) Desoperculagdo de criagdo para avaliagdo da
taxa de infestagdo; ¢) Seccdo de favo com alvéolos de zangdo (maior dimenséo) desoperculados
manualmente;

Paralelamente, em colaboragdo com a Escola Superior de Tecnologia e Gestao de
Braganga, foi iniciada a criagdo de uma ferramenta digital de apoio a avaliagdo
sanitaria. A aplicacdao, denominada Apivet, foi desenvolvida no ambito da unidade
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curricular Estagio do Curso Técnico Superior Profissional em Desenvolvimento de
Software, pelo aluno José Pinheiro.

A Apivet constitui uma aplicagdo digital inovadora que permite o registo estruturado de
dados sanitarios por colonia, incorporando funcionalidades como andlise grafica, registo
temporal e integracdo em cloud, o que promove uma gestdo sanitaria mais eficiente,
rastreavel e colaborativa entre técnicos e apicultores. A aplicacdo encontra-se
atualmente em fase de testes e ajustes finais, ndo estando ainda disponivel para uso
generalizado, mas representa um avango significativo na digitalizagdo e modernizagao
da gestdo sanitaria apicola. No final sera divulgada no site da FENAPICOLA.

NOVA ATIVIDADE 2: TESTAR METODOS DE EXTRACAO DE DNA DE
V. DESTRUCTOR

Os resultados obtidos no segundo ano indicaram que os métodos mais eficazes e ageis
para a extragdo de DNA foram o QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) e o sistema
automatizado Maxwell® RSC PureFood GMO and Authentication Kit (Promega).
Ambos os kits foram utilizados conforme os protocolos recomendados pelos fabricantes,
com pequenos ajustes descritos na Tabela 2.

Embora o kit da Promega ofereca maior rapidez no processo, seu custo ¢ mais elevado
em comparacao ao da Qiagen. Assim, a escolha entre os kits tem sido feita com base na
disponibilidade, priorizando-se o QIAamp® DNA Mini Kit, que foi responsavel por
aproximadamente 70% das extragdes realizadas até o momento.

Tabela 2. Descrigdo dos kits comerciais de extragdo de DNA utilizados, com indicagdo dos protocolos de
referéncia e dos ajustes especificos realizados para otimizag¢ao do rendimento ou pureza do DNA.
Kit de Extracio de DNA Protocolo Ajustes

Incubagdo: 1h a 65 °C

QIAamp DNA Mini kit . . .
DNA purification from tissues 30 ul buffer Ae (repetir

(Qiagen®, Hilden, DE)
2x com o mesmo buffer)

Maxwell® RSC PureFood 1, /54 GMO and Authentication 300 ul CTAB buffer e

GMO and Authentication Kit . ]
(Promega) Kit for Food, Feed and Seed Samples 50 ul Elution buffer

TAREFA 2.1. DESENVOLVIMENTO DOS CONTROLOS POSITIVOS E
POSTERIOR SINTESE

A V. destructor tem um genoma de referéncia designado Vdes 3.0
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=varroa+destructor). O genoma nuclear
tem um tamanho de 368 Mbp e contém 12.829 genes. Atualmente, existem no Sequence
Read Archive (SRA) informacgdes de 1964 genomas de V. destructor, embora a maioria
provenha da China.

Embora o projeto descreva que os controlos positivos do gene VGSC seriam
desenvolvidos em primeiro lugar, devido a baixa representagdo de sequéncias da Europa
e, em particular, de Portugal, essa tarefa sera desenvolvida apds a realizagao da
Atividade 4 (Monitorizagdo a nivel nacional das mutagdes da resisténcia da V.
destructor aos piretroides e ao amitraz). A vantagem de alterar a ordem dessas
tarefas/atividades ¢ que o estudo por sequenciacao das amostras provenientes de varias
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zonas do pais mostrara quais os controlos positivos mais representativos para a
populacao de Portugal.

TAREFA 2.2. TESTAR PRIMERS DO GENE VGSC PARA SEQUENCIACAO

Conforme exposto no relatdrio anterior, a sequéncia do gene VGSC, com o numero de
acesso NW_ 019211458, foi retirada do GenBank, abrangendo as posi¢des 14816088 a
14761024. Foi realizada uma pesquisa bibliografica na qual todos os primers utilizados
para detetar a resisténcia da varroa aos piretréides foram alinhados com a sequéncia de
referéncia usando o software MEGAX (Tamura et al., 2021).

No total, foram encontrados seis primers diferentes. Para a sequenciacdo de Sanger, o
fragmento a ser amplificado ndo deve conter mais de 1500 pb. O prego é sempre o
mesmo, independentemente do tamanho do fragmento que serd amplificado; portanto,
nao ¢ eficiente amplificar fragmentos pequenos. A amplificagdo de fragmentos maiores
permite estudar a variacdo existente na populacdo. Tendo em conta esses fatores, foram
escolhidos os primers 1,273iF: 5'-AAGCCGCCATTGTTACCAGA-3"e 1,973iR: 5'-
GCTGTTGTTACCGTGGAGCA-3', que amplificam um fragmento de 701 pb (. Esses
primers também serdo usados pelos parceiros do projeto do “Centro de Investigacion
Apicola y Agroambiental de Marchamalo (CIAPA)”, o que permitira comparar os dados
obtidos em Portugal e Espanha.

Para amplificar a regido de interesse, foi necessario a realizagdo da PCR. Que apds os
testes de Taq polimerases ficou decido a utilizagdo da OneTaq® DNA Polymerase
(New England - BioLabs) seguindo o protocolo do fabricante da tabela 3.

Tabela 3. Componentes da reagdo de PCR com volume final de 25 pL, foram realizados ajustes
adicionais na concentragdo dos primers. Os dados foram obtidos e adaptados a partir do protocolo oficial
da New England Biolabs (NEB) para a OneTaq® DNA Polymerase (M0480).
https://www.neb.com/en/protocols/2012/10/11/onetaqdnapolymerasem0480

Componentes 25 pl (reagio) Concentracao Final
5X OneTaq Standard Reaction Buffer* 5 pul 1X
10 mM dNTPs (#N0447) 0.5 ul 200 uM
10 pM Forward Primer 0.2 ul 0.2 uM
10 pM Reverse Primer 0.2 ul 0.2 uM
OneTaq® DNA Polymerase 0.125 pl 1.25 units/50 pl PCR**
Template DNA 2 ul < 1,000 ng
Nuclease-free water para 25 ul

A amplificacdo foi efetuada num Thermal Cycler™ T100 (Bio-Rad) nas seguintes
condigdes: uma desnaturacao inicial a 94 °C durante 30 segundos; seguida de 40 ciclos
de desnaturacao a 94 °C durante 30 segundos, recozimento a 62,5 °C durante 60
segundos e extensao a 68 °C durante 60 segundos. Foi efetuada uma extensao final a 68
°C durante 5 minutos, seguida de uma retenc¢ao final a 4 °C por tempo indeterminado. O
DNA foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1%. A eletroforese foi realizada
utilizando um tampao 1x Tris-Acetato-EDTA (TAE) contendo brometo de etidio (EtBr)
e uma tensdo constante de 85 V durante 45 minutos. As bandas de DNA foram
visualizadas por fluorescéncia sob radiagdo ultravioleta utilizando um transiluminador
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ChemiDoc™ XRS+ com o software Image Lab™ da Bio-Rad (Hercules, Califérnia). A
amplificacdo bem-sucedida foi confirmada pela presenga de uma unica banda de
aproximadamente 701 pb (Figura 13).

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR de seis amostras amplificadas com os
primers Piretroide 1273F e Piretroide 1973R, visando um fragmento de 701 pb. As reagdes foram
realizadas com OneTaq DNA Polymerase, utilizando uma temperatura de recozimento de 62,5 °C durante
40 ciclos. A concentragdo do iniciador foi de 0,2 uL por reag@o. Os produtos da PCR foram separados
num gel de agarose a 1% a 85 V durante 45 minutos. Foi utilizado um 1 kb Plus DNA Ladder (New
England Biolabs).

Para a sequenciacao de Sanger as amostras foram enviadas para a empresa Macrogen
(Madri, Espanha), onde os resultados estdo expostos mais detalhadamente na Tarefa 4.
Mas podendo ser observado os picos da sequenciagdo na figura 14.

(a) Niio Resistente (Heterozigotico)
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Figura 14. Exemplo de sequéncias obtidas do DNA da Varroa destructor, indicando a presenga ou
auséncia de mutagdes associadas a resisténcia aos piretroides. a) mostra a sequéncia de um individuo nao
resistente, apresentando a sequéncia de nucleotidos esperada (sem mutagdo); b) corresponde a um
individuo resistente, evidenciando uma substituicio de nucleétido entre as posi¢oes 918 e 925,
resultando numa mutacdo em ambas as posi¢des; ¢) corresponde em um individuo heterozigdtico
considerado nio resistente, mas que apresenta alelos de resisténcia nas posicdes 918 (M/L) e 925 (L/V).
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TAREFA 2.3. VARIABILIDADE INDIVIDUAL DA RESISTENCIA A
ACARICIDA EM VARROA DESTRUCTOR AO NiVEL DA COLONIA VY

Apos a selegao do protocolo ideal, foram realizadas analises adicionais com cinco
coldnias provenientes de cinco locais distintos em Portugal. De cada coldnia, foi
extraido DNA individualmente de 10 dcaros varroa (tabela 4). Este procedimento teve
como objetivo avaliar a variagdo nos resultados dentro da mesma colénia para
determinar um nimero médio de acaros por coldnia que deve analisar para verificar se
os alelos associados a resisténcia aos acaricidas estdo ou ndo presentes.

Tabela 4. Informagdes individual de cada varroa por colénia com base na sua resisténcia aos piretroides e
no seu estado de homozigdtica ou heterozigdtica.

Colonia Resistente / Nao Resistente Homozigético / Heterozigético

Nao Resistente Homozigdtico
Resistente Homozigdbtico
Resistente Homozigbtico
Sem resultado *
Nao Resistente Homozigoético

e Nao Resistente Homozigético
Resistente Homozigbtico
Resistente Homozigdbtico
Resistente Homozigbtico
Nao Resistente Homozigético
Nao Resistente Homozigoético
Resistente Homozigobtico
Nao Resistente Homozigdtico
Sem resultado *
Resistente Homozigbtico

Ha Nao Resistente Heterozigotico (918 e 925)
Resistente Homozigobtico
Nao Resistente Homozigobtico
Nao Resistente Heterozigotico (918 e 925)
Resistente Homozigdbtico
Nao Resistente Homozigdtico
Resistente Homozigético
Nao Resistente Homozigbtico
Sem resultado *

a1 Nao Resistente Homozigobtico

a

Nio Resistente

Nio Resistente

Heterozigotico (918 e 925)
Heterozigotico (918 e 925)

Nao Resistente Homozigético
Resistente Homozigbtico
Resistente Homozigbtico
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Resistente Homozigdtico
Resistente Homozigdtico
Resistente Homozigoético
Resistente Homozigoético
Resistente Homozigbtico
38a
Resistente Homozigdtico
Resistente Homozigdtico
Resistente Homozigdtico
Resistente Homozigoético
Resistente Homozigoético
Nao Resistente Homozigoético
Nao Resistente Homozigético
Nao Resistente Homozigoético
Nao Resistente Homozigdbtico
Nao Resistente Homozigbtico
> Nao Resistente Homozigético
Nao Resistente Homozigoético
Sem resultado *
Nao Resistente Homozigético
Nao Resistente Homozigbtico

Ao nivel da coldnia, em Portugal, os niveis de resisténcia ao piretroide demonstraram
elevada variabilidade, inclusive dentro da mesma coldnia. Das amostras analisadas,
44%, foram classificadas como resistentes, 48% como nao resistentes, e 8% nao foram
elegiveis para classificagdo (sem resultado).

Destas, 9% apresentaram gendtipos heterozigdticos (consideradas suscetiveis, sem
resisténcia) e 91% genotipos homozigoticos (tanto resistentes como ndo resistentes).
Apenas duas coldnias apresentaram homogeneidade populacional: uma composta
exclusivamente por individuos resistentes (38a) e outra por individuos nao resistentes
(54c¢). Trés coldnias (9c, 38a e 54¢) eram compostas inteiramente por individuos
homozigoéticos, enquanto todas as outras apresentaram heterozigdticas nas duas
posicdes nucleotidicas 918 (M/L) e 925 (L/V). Um estudo realizado em Espanha
reportou resultados semelhantes, indicando que, quando os acaros eram heterozigoticos
na posi¢ao 918, também o eram na posi¢do 925 (Millan-Leiva et al., 2021).

A andlise individual de acaros revelou-se fundamental para avaliar a homogeneidade
genética dentro de cada colonia. Verificou-se que, com a analise de, pelo menos, cinco
acaros por colonia, ja € possivel obter uma indicagdo preliminar do grau de
homogeneidade populacional. Em coldnias onde se detetam perfis genéticos mistos ou
resultados menos claros, podera ser necessario aumentar o nimero de extragoes
individuais a partir da mesma coldnia, de forma a melhorar a robustez da analise.

Com base nesses dados, foi selecionada uma amostra da colonia 54c (suscetivel, sem
mutagdes) e outra da coldnia 38a (resistente, com mutagdes nas posigoes 918 e 925),
ambas homozigoticas, com o objetivo de investigar a capacidade de dete¢ao simultanea
de ambas as variantes de resisténcia numa tnica sequéncia. Ambas as amostras foram
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normalizadas para a mesma concentracdo de DNA, 1,5 ng/uL. As misturas dessas
amostras homozigoticas (resistente e suscetivel) foram submetidas a sequenciacao
Sanger em triplicado, garantindo a fiabilidade e reprodutibilidade dos resultados.

A analise permitiu detetar um padrao em todas as amostras heterozigotica onde em
algumas das diluigdes mais concentradas da amostra ndo resistente (NR) ou resistente
(R), foi observado esporadicamente um sinal heterozigdtico em um dos triplicados. No
entanto, a detecao consistente de um sinal heterozigdtico em ambas a posi¢do, em todos
os triplicados, foi observada apenas na mistura de 5 pL (R) +5 uL (NR) e na mistura
ajustada de 7 uL (R) + 3 uL (NR) (Figura 15).
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Figura 15. Padrao das dilui¢des obtidas a partir das misturas das amostras
homozigoticas das colonias 54¢ (suscetivel) e 38a (resistente). A figura mostra a
detecao da heterozigose em cada uma das diluigdes testadas.

Embora ndo seja possivel distinguir individuos homozigotos de heterozigotos em
amostras de DNA agrupadas (mistura de varios dcaros numa tinica amostra),
conseguimos saber se o alelo esta presente ou ndo na coldnia.

TAREFA 2.4. DESENVOLVIMENTO DE UMA FERRAMENTA
MOLECULAR QUE PERMITA DETETAR AS MUTACOES ASSOCIADAS A
RESISTENCIA DA V. DESTRUCTOR AOS PIRETROIDES

Nesta tarefa estd a ser desenvolvida uma ferramenta molecular com base na tecnologia
Doctor Vida, a qual utiliza LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification), que
permita distinguir as varroas resistentes ou suscetiveis.

Utilizamos como base, nesta tarefa, os dados da Tarefa 4. A partir das sequéncias
analisadas, foi possivel identificar o padrdo das regides conservadas, ou seja, aquelas
que nao apresentam variagdes. Esse processo € essencial para a construgdo dos primers,
pois regides altamente variaveis devem ser evitadas a fim de prevenir ligagdes
inespecificas e garantir a especificidade da amplificacao.
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Foram utilizados dois softwares para o desenho dos primers: NEB LAMP Primer
Design Tool, versao 1.4.2 (New England Biolabs), e LAMP Designer, versao 1.16
(Premier Biosoft). A partir de cada ferramenta, foi selecionado um grupo de primers
LAMP (totalizando dois grupos), compostos por primers internos e externos, além de
primers do tipo loop (opcionais). Os primers foram projetados para aplicagdo na técnica
de qPCR (Figura 16).

F3 FIP (F2)
706 _TTTCTG616) TGTACGTTAC AGTTGAGAGT CTTCHAACT)

EEL 925
BIP (B2] g
TATGGGCATG CAACTT]TCE GC G

3065

B3 18 50 619 541 014 213 537

2
FIP [F1c+F2) |48 50 76 212 3141 5,29 47.6 186 pb i) | 203 pb
[T

BIP (Bic+B2) [45 40 75.4 237 3259 -4.93 525

] 23 478 67 .54 3185 135 24 i
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Figura 16. Grupos de primers LAMP selecionados de cada software para detegdo das mutagdes
associadas a resisténcia a piretroides nas posi¢oes 918 e 925 do DNA de Varroa destructor em
populagdes de Portugal.

Para que a amplificag¢do ocorra de forma eficiente, os primers externos F3 e B3 devem
estar localizados fora da regido que contém a mutagao, garantindo a integridade do
processo. Ja os primers internos, FIP e BIP, devem estar posicionados nas regides-alvo
(posigdes 918 e 925), assegurando a detecao especifica da mutagao.

Estes primers apresentaram parametros dentro dos intervalos ideais, incluindo uma
temperatura de fusdo (Tm) entre 55-65°C, um teor de GC de 40-60% e valores de AG
superiores a —5 kcal/mol, garantindo assim uma amplificagdo estavel e eficiente (Tabela
1 e 2). Valores menos negativos indicam menor interagdo entre os primers, reduzindo
esse risco. Dessa forma, foram escolhidos os primers com AG menos negativo, além de
assegurar que os FIP e BIP estivessem posicionados dentro das regides das mutagdes. O
comprimento dos primers, uma vez que devem variar entre 18 e 30 nucleotideos,
garantindo assim uma ligacdo estavel e uma amplificacdo eficiente. Por sua vez, a
temperatura de fusdo (Tm) deve estar entre 55°C e 65°C, garantindo valores de Tm
semelhantes para os primers externos e internos, a fim de otimizar a eficiéncia da
amplificacdo, uma vez que se a temperatura for menor que 55°C pode ocorrer uma
ligagdo inespecifica (Colosimo, et al., 2025).

Os primers foram sintetizados pela empresa STABVIDA, tendo-se optado, numa fase
inicial de testes, por primers com purificacao standard (desalted). No entanto, apos a
validacao dos primers, devera ser considerada a utilizagdo de primers com purificagdo
por HPLC (High Performance Liquid Chromatography), que, apesar do custo superior,
¢ recomendada em contextos de diagndstico molecular de alta sensibilidade e
fiabilidade, como ¢ o caso da detecao de mutagoes.

TAREFA 2.4. VALIDACAO DA NOVA FERRAMENTA MOLECULAR
BASEADA NO DOCTOR VIDA USANDO SEQUENCIACAO DE SANGER
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Os controlos negativos e positivos consistem em amostras reais de DNA provenientes
da Tarefa 4, uma vez que estas ja foram submetidas a sequenciacdo por Sanger,
permitindo a confirmag¢do prévia das suas caracteristicas genéticas. Estas amostras
foram utilizadas com o objetivo de validar os primers desenhados na Tarefa 2.3.

Para esta etapa, foram adquiridos os reagentes recomendados pela STABVIDA, uma
vez que sao os mesmos utilizados no equipamento DOCTOR VIDA. Dessa forma,
manteve-se a consisténcia com o protocolo recomendado para cada reagdo com volume
final de 25 pL (Tabela 5).

Tabela 5. Composicao da reacdo de LAMP utilizando o Doctor Vida Universal LAMP Master Mix
(StabVida), com volume final de 25 pL. Os primers foram adicionados nas concentragdes indicadas,
juntamente com corante fluorescente (LAMP dye 50X fornecido pela StabVida). A preparacdo segue as
instrucdes do fabricante (Doctor Vida, 2025).

Componentes Reacio (25 pL) Concentragao Final
Universal LAMP Master Mix 15 uL 15 uL
LAMP dye 0,5 uL 1X
Primer F3 (50 pnM) 0,1 pL 0,2 uM
Primer B3 (50 pM) 0,1 pL 0,2 uM
Primer FIP (50 pM) 0,8 uL 1,6 uM
Primer BIP (50 pM) 0,8 uL 1,6 uM
Primer LF (50 pM) 0,2 uL 0,4 uM
Primer LB (50 pM) 0,2 uL 0,4 uM
Nuclease free water - Para 20 uL
DNA 1 ou2pulL

Lysate 5 uL 5uL

As reagdes de PCR em tempo real (qPCR) foram realizadas no equipamento CFX96
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Ambos os grupos de
primers foram testados a temperaturas isotérmicas entre 63 °C e 67 °C, sendo que o
controlo negativo foi incluido sistematicamente a 65 °C, com o objetivo de avaliar o
desempenho da amplifica¢do. As reagdes foram preparadas utilizando uma mistura
unica de reacao base, a qual o DNA foi posteriormente adicionado individualmente em
tubos separados, conforme cada amostra.

As reagdes incluiram amostras previamente caracterizadas como resistentes e ndo
resistentes, nas quais foram testados dois volumes de DNA (1 uL e 2 uL), com o intuito
de avaliar o impacto da quantidade de DNA na sensibilidade da detegd@o e na formacao
das curvas de amplificagdo, para além da influéncia da temperatura.

Embora os dados do primeiro ensaio com um dos conjuntos de primers nao tenham sido
guardados, o teste foi posteriormente repetido com algumas amostras e o controlo
negativo a 67 °C, de forma a assegurar o registo ¢ documentagao dos resultados. Em
todos os ensaios realizados, ambos os conjuntos de primers amplificaram todas as
amostras com um mesmo padrao — incluindo o proprio controlo negativo. Como ¢
sabido, a amplificacao do controlo negativo ndo deveria ocorrer, o que sugere possiveis
problemas como ligagdes inespecificas dos primers ou contaminagdo. No entanto, tendo
em conta que esta situagao se verificou de forma consistente em todos os testes, ¢ mais
plausivel que se trate de auto-hibridizagdo dos primers (Figura 17).
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Figura 17. Curvas de amplificacdo obtidas por qPCR para os dois conjuntos de primers testados em
amostras com e sem resisténcia, bem como no controlo negativo. Observa-se amplificagdo consistente em
todas as amostras, incluindo o controlo negativo, indicando possivel auto-hibridizacdo dos primers ou
amplificagdo inespecifica.

Para confirmacao dos resultados, realizou-se eletroforese em gel de agarose a 2%. A
corrida eletroforética foi conduzida em tampao 1x Tris-Acetato-EDTA (TAE) contendo
brometo de etidio (EtBr), com uma tensao constante de 85 V durante 60 minutos. As
bandas foram visualizadas por fluorescéncia sob radiacao ultravioleta, utilizando o
transiluminador ChemiDoc™ XRS+ e o software Image Lab™ da Bio-Rad (Hercules,
California). Foi confirmada a amplificacdo em todas as amostras, incluindo o controlo
positivo (Figura 18).

No més de Agosto serdo realizados novos testes com diferentes combinagdes de primers
e se necessario irdo desenhar-se novos primers.

86a 61a CN g8ea 61a CN 86a 61a
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Figura 18. Eletroforese em gel de agarose com os produtos amplificados de ambos os conjuntos de
primers testados. Observa-se o padrdo semelhante das bandas tanto nas amostras positivas como no
controlo negativo. Estes resultados confirmam os resultados da qPCR e evidenciam a necessidade de
otimizacgdo adicional para evitar falsos positivos.

ATIVIDADE 3: DESENVOLVIMENTO DE UMA FERRAMENTA
MOLECULAR PARA DETETAR AS MUTACOES ASSOCIADAS A
RESISTENCIA DA V. DESTRUCTOR AO AMITRAZ

TAREFA 3.1 DESENVOLVIMENTO DOS CONTROLOS POSITIVOS

Por favor, ver descri¢do da tarefa 2.1.

O
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TAREFA 3.2 TESTAR OS PRIMERS DO GENE OCTB2R PARA
SEQUENCIACAO

A sequéncia do gene OctB2R foi obtida a partir do GenBank, com o niumero de acesso
NW_019211458. Apds uma revisdo bibliografica, verificou-se que ainda ndo existem
primers descritos que permitam amplificar as mutacdes de resisténcia ao amitraz N87S e
Y215H (Hernandez-Rodriguez et al., 2022; Rinkevich et al., 2023).

No entanto, durante o desenvolvimento da presente investigagdo, foram identificadas
mais duas novas mutacoes associadas a resisténcia ao amitraz: F290L, detetada em
populacdes de acaros em Espanha, e Y33F, identificada na Turquia (Hernandez-
Rodriguez et al., 2024; Inak et al., 2024).

Dado a proximidade entre as regides codificantes das posicdes 215, 290 e 337, e
considerando também a proximidade geografica entre Portugal e Espanha, optou-se por
desenhar dois pares distintos de primers: o primeiro direcionado exclusivamente a
posi¢do 87, e o segundo abrangendo as posigdes 215, 290 e 337.

Os novos primers foram desenvolvidos com a ferramenta Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), onde foram inseridos o DNA-alvo
da V. destructor do gene de referéncia octamine receptor beta-2R-like (acesso:

XM _022808962.1) assegurando que os iniciadores amplifiquem de forma especifica as
regides que contém as mutacdes associadas a resisténcia ao amitraz.

A geragdo automatica de pares de primers otimizados que devem cumprir os seguintes
critérios especificos: (a) apresentar um comprimento entre 18 e 21 pb; (b) ter um teor de
CG de aproximadamente 50%, com uma margem de variagdo de +£10%; (c) exibir uma
temperatura de fusdo de 60°C, com uma tolerancia de +3°C; (d) ndo formar
homodimeros nem heterodimeros, evitando intera¢des indesejadas que possam
prejudicar a reagdo. Adicionalmente, ¢ fundamental assegurar que a temperatura de
fusdo de “hairpins” seja inferior a temperatura de anelamento da reagdo de PCR, fixada
a 50°C, e que o AG dos homodimeros seja superior a -9 kcal/mol, verificando ainda que
os primers forward e reverse resultem em valores que indiquem uma auséncia de
formacao de heterodimeros (Chicana, 2024).

Com base nestes dados, foram concebidos primers para a amplificagdo por PCR de dois
fragmentos-alvo. O primeiro fragmento, com 468 pb, destina-se a dete¢do da mutagao
N87; o segundo, com 764 pb, abrange as mutagdes Y215, F290 e Y337 (Tabela 6).

Tabela 6. Primers desenhados para a V. destructor referente as mutagdes encontradas e relacionadas a
resisténcia ao acaricida amitraz, utilizando o programa de concep¢ao dos primers (Primer-BLAST).

Primers Primer 1_N87 Primer 2_Y215; F290 e Y337
Forward 5'- CAAGTCGGTGGTGCTGATCT - 3'  5'- CACTCGAGTACCCGACGAAG - 3'
Reverse 3'- ACACACTCGTTCGGATGGTC - 5' | 3'- AGCGGAATTGGCCTGTTGAA -5'

Para amplificar a regido de interesse, recorreu-se a reagao de PCR, seguindo o mesmo
protocolo de componentes descrito na Tarefa 2.2, conforme apresentado na Tabela 3.

No entanto, uma vez que os primers utilizados eram novos e nao se conheciam as suas
temperaturas ideais de anelamento, foi necessario realizar ensaios preliminares. Para o
primeiro par de primers, cuja temperatura de anelamento recomendada pelo fabricante ¢
de 60 °C, testaram-se as temperaturas de 61 °C, 62 °C, 63 °C e 64 °C (Figura 19). Ja



METE

para o segundo par de primers, com recomendacdes distintas de temperatura — 63 °C
para o primer forward e 58 °C para o primer reverse —, a PCR foi realizada as
temperaturas de 63 °C, 64,5 °C, 65,5 °C e 66,2 °C (Figura 20), com o objetivo de
avaliar o desempenho da amplificacdo sob diferentes condigdes térmicas.

61°c 62°C 63°C &a°c
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Figura 19. PCR PRIMER AmitrazN87 com 468pb; Temperatura indicada primers: 60°C para o reverse e
forward; anneling gradientes: 61°C, 62°C, 63°C e 64°C (Controlos negativos CN1: 61°C e CN2: 64°C)
com 40x ciclos; Taq Polymerase: OneTaq DNA Polymerase; Concentragdo primer: 0,2ul/rx;
Termociclador: 1; DNA ladder: 1kb Plus NewEngland.

Figura 20. PCR PRIMER Amitraz215 290 337 com 764pb; Temperatura indicada primers: 63°C
forward e 58°C reverse; anneling gradientes: 63°C, 64,5°C, 65,4°C e 66,2°C (Controlos negativos CN1:
63°C e CN2: 65,4°C) com 40x ciclos; Taq Polymerase: OneTaq DNA Polymerase; Concentragao primer:
0,2ul/rx; Termociclador: 1; DNA ladder: 1kb Plus NewEngland.

Foram enviados para sequenciacao de Sanger para a empresa Macrogen (Madri —
Espanha), 16 amostras amplificadas com os primers para a mutagao N87 (PCR
PRIMER 1 AmitrazN87), com as temperaturas de anelamento de 62,5 °C e 63 °C,
respetivamente. Apesar da presenga de bandas visiveis em gel de agarose, nenhuma das
amostras resultou em sequéncias validas, sugerindo que, embora a amplificacao tenha
ocorrido, a qualidade ou especificidade do produto pode nao ter sido adequada para a
sequenciagao.

Adicionalmente, foram enviadas para sequenciagao de Sanger, 13 amostras
amplificadas a 63 °C e 11 amostras a 65,5 °C, para as mutacdes Y215, F290 e Y337



METE

(PCR PRIMER 2 Amitraz215 290 337). Neste caso, observou-se um melhor
desempenho na temperatura de 63 °C, com obtencao de sequéncias de maior qualidade,
o que levou ao envio de um numero adicional de amostras amplificadas sob esta
condicdo para sequenciac¢do subsequente. Como mostrado na figura 21, observa-se que
as sequéncias apresentam picos limpos ¢ bem definidos, confirmando a qualidade do
sequenciamento. Em todas as amostras analisadas, ndo foram detetados os alelos
associados a resisténcia nas posi¢des 215 (Y215) e 337 (Y337). No entanto
curiosamente, dados preliminares indicam que 100% das amostras analisadas
apresentam o alelo resistente na posi¢ao 290 (F290L), o que ainda esta a ser

investigado.
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Figura 21. Graficos das sequéncias de DNA mostrando as posigdes analisadas. As posi¢des 215 (Y215) e
337 (Y337) ndo apresentam mutagdes, indicando auséncia de resisténcia. No entanto, na posi¢do F290,
foi detetada uma mudanga no DNA: em vez da sequéncia normal TTC, aparece CTC, o que esta

relacionado a resisténcia. Essa alterag@o (conhecida como F290L) foi encontrada em todas as amostras
analisadas.

Importa salientar que todas as amostras foram provenientes da mesma reag¢ao de PCR,
utilizando os mesmos reagentes e primers (para a respetiva mutagdo), sendo a
temperatura de anelamento a tnica variavel experimental entre os ensaios. Essa
padronizacao foi realizada intencionalmente para garantir que quaisquer diferencas nos
resultados observados fossem atribuidas exclusivamente a variagdo da temperatura,
evitando interferéncias causadas por outros fatores experimentais.

TAREFA 3.3 DESENVOLVIMENTO DE UMA FERRAMENTA
MOLECULAR QUE PERMITA DETETAR AS MUTACOES ASSOCIADAS A
RESISTENCIA DA V. DESTRUCTOR AO AMITRAZ

Nesta tarefa, estd em desenvolvimento uma ferramenta molecular baseada na tecnologia
Doctor Vida, que utiliza a metodologia LAMP (Loop-mediated Isothermal
Amplification). O objetivo principal ¢ distinguir entre populagdes de Varroa destructor
resistentes e suscetiveis ao amitraz.

Com base nos dados gerados na Tarefa 3.2, foram analisadas regides genéticas
previamente associadas a resisténcia, com o intuito de identificar areas conservadas e
verificar a presenca de mutacgdes especificas detetadas em Portugal. Estas regides sao
particularmente adequadas para o desenho de primers LAMP. O software utilizado para
o desenho dos primers foi o NEB LAMP seguindo os mesmos critérios da tarefa 2.4.

Apesar de os primers ja terem sido desenhados e verificados (Figura 22), ¢ importante
sublinhar que, caso todas as amostras sejam resistentes, a continuidade desta tarefa
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poderd ser posta em causa, uma vez que ndo sera possivel distinguir entre varroas
suscetiveis e resistentes.

Por esta razdo, os primers ainda nao foram testados em laboratorio, dado que, neste
momento, nos encontramos a investigar um caso especifico de resisténcia associado a
muta¢ao F290, relacionada com a acao do amitraz. Todas as amostras analisadas até
agora apresentaram 100% de positividade para esta mutacdo, o que levanta hipoteses
relevantes sobre a possivel fixagcdo desta mutacdo na populacdo portuguesa de varroa
29l
F3 F2
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Figura 22. Quadro esquematico representando o desenho e os pardmetros dos primers obtidos por meio
da ferramenta NEB LAMP Designer. Sado apresentados os primers externos (F3 e B3), internos (FIP e
BIP, compostos por F2/B2 e Flc/Blc), bem como suas respetivas localizagdes na sequéncia-alvo. Os
valores de Tm, AG e conteido GC indicam que os primers estao dentro dos intervalos ideais para a reagdo
de LAMP. Destaca-se a posi¢do 290 da sequéncia, onde os nucleotideos "TTC" alteram-se para "CTC"
quando ocorre a resisténcia.

ATIVIDADE 4: MONITORIZACAO A NIVEL NACIONAL DAS oL
MUTACOES DA RESISTENCIA DA V. DESTRUCTOR AOS
PIRETROIDES E AO AMITRAZ

Apesar de esta tarefa estar inicialmente proposta para ser realizada no terceiro ano do
projeto, ela ja foi iniciada no segundo ano do projeto, devido aos seguintes fatores: (a) a
necessidade de informar os apicultores sobre se suas colonias sdo suscetiveis ou
resistentes aos acaricidas baseados em piretroides e amitraz, promovendo assim o
desenvolvimento de estratégias adequadas para o controlo e contencao da varroose; (b)
para termos uma representacao nacional da variabilidade existente, facilitando assim as
Tarefas 2.1, 2.3, 3.1 ¢ 3.3.

Para a monitorizacao das mutacdes de resisténcia de Varroa destructor aos piretroides,
foram ja obtidos resultados de 245 amostras, provenientes de 226 coldnias pertencentes
a 82 apiarios. Estas amostras foram submetidas a sequenciagdo de Sanger. No entanto,
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nao foi possivel analisar 20 dessas amostras, uma vez que apresentaram problemas
significativos: algumas nao produziram qualquer sequéncia, enquanto outras revelaram
niveis elevados de ruido ao longo da sequéncia. Estas amostras foram reencaminhadas
para uma segunda ronda de sequenciagdo e, adicionalmente, foi extraida uma nova
varroa da mesma amostra/coldnia para repetir o processo. Apesar dessas tentativas, os
resultados mantiveram-se inconclusivos, indicando um problema na qualidade original
da amostra, possivelmente devido a degradacdo do DNA por diversos fatores ocorridos
antes da chegada ao laboratorio.

O mecanismo molecular de resisténcia da varroa aos piretrdides ¢ bem conhecido e esta
associado principalmente a uma mudanga de um aminodacido na posi¢ao 925 do VGSC,
onde normalmente se encontra uma leucina (L). Nesta posicao existem descritos trés
alelos que conferem resisténcia aos piretrdides, onde a leucina € substituida por uma
valina (L925V), isoleucina (L9251), ou metionina (L925M) (Benito-Murcia et al., 2022;
Gonzalez-Cabrera et al., 2013, 2016, 2018; Millan-Leiva et al., 2021). O alelo L925V
tem sido detetado nas populacdes Europeias (Gonzéalez-Cabrera et al., 2013, 2018;
Millan-Leiva et al., 2021) enquanto os alelos L9251 e L925M sdo caracteristicos das
populacdes dos EUA (Gonzélez-Cabrera et al., 2016).

Uma nova mutac¢do na posi¢cdo 918 do VGSC, que esta associada a resisténcia aos
piretroides em artropodes, foi descrita numa populacdo da Comunidade Valenciana em
Espanha (Benito-Murcia et al., 2022; Dong et al., 2014; Millan-Leiva et al., 2021;
Rinkevich et al., 2013). Nessa populacao, o aminodcido metionina presente
normalmente na posi¢ao 918 foi substituido por uma leucina (M918L) (Benito-Murcia
et al., 2022; Millan-Leiva et al., 2021). Esta mutagdo aparece sempre em conjunto com
a mutagdo L925V e pensa-se que pode levar uma maior resisténcia aos piretroides
(Benito-Murcia et al., 2022; Millan-Leiva et al., 2021).

Das 245 amostras analisadas, 20 (8%) ndo apresentaram resultados validos. Das
restantes, 107 amostras (43,7%) revelaram a presenca simultanea da mutagdo L925V —
tipica da Europa (Gonzalez-Cabrera et al., 2013, 2018; Millan-Leiva et al., 2021) — e
da mutacdo M918L, inicialmente identificada na Comunidade Valenciana, Espanha
(Benito-Murcia et al., 2022). Apenas uma amostra (0,4%) apresentou isoladamente a
mutagdo L925V e outra (0,4%) revelou a mutagdo L925M, esta tltima originalmente
descrita nos Estados Unidos (Gonzalez-Cabrera et al., 2013, 2018). Por outro lado, 116
amostras (47,3%) ndo apresentaram qualquer mutacdo associada a resisténcia aos
piretroides, sendo, portanto, consideradas suscetiveis onde 3,4% dessas sao
heterozigdticas.

No entanto, quando se analisa a situacdo ao nivel dos 82 apidrios, observa-se um cendario
distinto. Dois apiarios (2,4%) ndo forneceram qualquer resultado, devido a falha em
todas as amostras enviadas. Outros dois (2,4%) aguardam ainda a anélise de amostras
adicionais para que seja possivel chegar a uma conclusdo. Entre os apiarios com
resultados disponiveis, 21 (25,6%) apresentaram apenas amostras resistentes, 28
(34,1%) revelaram apenas amostras suscetiveis e 29 apidrios (35,3%) apresentaram uma
mistura de coldnias resistentes e suscetiveis, evidenciando a coexisténcia de diferentes
perfis genéticos de V. destructor dentro do mesmo apidrio (Figura 23). Ainda serdao
analisadas mais amostras, com o objetivo de abranger de forma mais equilibrada todo o
territorio nacional. Verifica-se, at¢ ao momento, uma menor representatividade de
amostras provenientes do sul do pais, mas essa lacuna deverd ser colmatada em breve
com as amostras recentemente recolhidas.



Figura 23. Distribuic@o geografica das mutagdes associadas a resisténcia de Varroa destructor aos
piretrdides por apiario.

ATIVIDADE 5: MONITORIZACAO A NIVEL NACIONAL DAS ¥ o
MUTACOES DO DWV ~

Apesar de esta atividade estar originalmente prevista para o quinto ano do projeto, sua
execugao foi antecipada neste ano devido a alguns fatores: (a) a disponibilidade das
amostras apds a etapa de campo realizada pela equipe MITE junto aos apicultores; e (b)
como as amostras de abelhas estavam armazenadas a -80 °C no laboratorio, optamos por
iniciar as analises com antecedéncia. Essa decisdo visou ndo apenas otimizar o uso do
espaco de armazenamento, que também ¢ compartilhado com o restante do grupo, mas
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também adiantar uma etapa que ja estava planeada, contribuindo para uma melhor
organizag¢do do projeto.

Conforme referido na Tarefa 1.3 e ilustrado no mapa da Figura 6, foram recolhidas
amostras de 75 apidrios, totalizando 229 amostras. Cada amostra corresponde a uma
coldnia, tendo sido coletadas junto ao apiario, com abelhas vivas, e imediatamente
armazenadas em gelo seco. Posteriormente, no laboratorio, as amostras foram mantidas
a -80 °C para evitar a degradagao do RNA.

TAREFA 5.1. EXTRACAO DE RNA

A extragcdo de RNA foi realizada em 169 amostras de abelhas, precedida por uma etapa
de maceragdo. Para isso, trinta abelhas adultas fémeas foram transferidas para um saco
estéril com filtro (BA6040(R)), ao qual foram adicionados 6 mL de 4gua DEPC fria
(agua tratada com dietilpirocarbonato, utilizada para inativar RNases, enzimas que
degradam o RNA). A escolha de 30 individuos baseou-se em protocolos padronizados
para diagnosticos moleculares, como PCR e RT-qPCR, sendo esse numero considerado
suficiente para representar a carga viral da colonia e permitir a detegdo de patdgenos
sem a necessidade de amostragem de todos os individuos (Dietemann et al., 2013).

A maceragao foi realizada no equipamento VWR® Star-Blender® Digital, a 300 rpm

por 60 segundos, seguida de uma pausa de 30 segundos € nova maceragao por mais 30
segundos. Todas as etapas foram conduzidas sobre gelo. O liquido homogéneo obtido

foi, entdo, transferido para um tubo estéril de 5 mL para posterior processamento.

Para a extragdo de RNA, transferiram-se 500 uL. do macerado para um tubo de 2 mL
contendo esferas de zirconia de 3 mm (Specanalitica). A esse tubo, foram adicionados
800 pL do tampao de lise de RNA Monarch. A homogeneizagdo mecanica foi realizada
utilizando o homogeneizador Precellys evolution (Bertin Technologies), com o
protocolo de 6200 rpm por 5 segundos, repetido trés vezes. Posteriormente, a amostra
foi centrifugada por 2 minutos a 16.000 x g para a precipitacao dos detritos celulares.
As seguintes etapas foram realizadas utilizando o kit de extragcdo de RNA Monarch total
RNA miniprep, (New England, Biolabs).

TAREFA 5.2. PREPARACAO DE CDNA

A concentracdo do RNA foi medida com espectrofotometro (NanoDrop SpectroSTAR
nano BMG Labtech, BMG LABTECH's comprehensive software), e foram feitas
dilui¢des para obtencdo de uma concentragdo final de 250 ng/puL, utilizando a 4gua livre
de nucleases.

O kit iScript foi utilizado para a sintese de cDNA. Para rea¢des de 10 pL, utilizaram-se
4,0 uL de RNA, 2,00 uL do tampao 5x iScript, 0,50 uL de iScript e 3,50 puL de dgua
livre de nucleases. A reacdo de transcri¢do reversa foi realizada no termociclador (Bio
Rad T100 thermal cycler) com a tampa aquecida a 105 °C, utilizando a seguinte
programacao: 5 minutos a 25 °C para a etapa de priming, 20 minutos a 46 °C para a
transcrigdo reversa e 1 minuto a 95 °C para a inativacao da transcriptase reversa, sendo
opcional a etapa final de manuten¢do a 4 °C para manter a amostra em conservacao
durante um determinado periodo. A partir do cDNA total obtido, foram preparadas
aliquotas diluidas na propor¢ao 1:10, usando 2 pLL. de cDNA e 18 pL de 4gua, em tiras
de PCR. A aliquota e o cDNA stock foram armazenadas a -20 °C.

TAREFA 5.3. REACOES EM TEMPO REAL (QPCR)
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Previamente, 49 amostras ja foram analisadas por qPCR. As rea¢des de PCR em tempo
real (QPCR) foram realizadas utilizando o equipamento QuantStudio 5 Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific). Cada reag@o tinha como volume final 10 pL e era
constituida por: 1 pL de primer forward (5uM), 1 pL de primer reverse (SuM), 5 uLL de
SYBR Green (Universal SYBR Green Supermix 2X; BioRad, CA, USA) e 3 uL de
cDNA previamente diluido 1:10.

Dois conjuntos de primers foram utilizados. O primeiro teve como alvo o gene RPLS,
um gene constitutivo de Apis mellifera, aplicado em cada amostra com o objetivo de
confirmar a eficiéncia da extracdo do RNA e da sintese do cDNA antes da analise viral,
uma vez que esse gene € expresso de forma constante em todas as células (Lopes et al.,
2024). O segundo conjunto teve como alvo o virus DWV, utilizando primers especificos
para o gene da proteina RNA-dependente RNA-polimerase (RdRp). Os primers estdo
descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Primers utilizados para deteg@o e quantificagdo de DWV (forward e reverse) e RPL8 (forward

e reverse).
Primers Sequéncia dos primers Tamanho fragmento Referéncia
DWV-F 5-TACTAGTGCTGGTTTTCCTTT -3'
210pb Lopes et al., 2024
DWV-R  5'-CAAGTATCCTTCAAACAATC -3'
RPL8-F 5'-TGGATGTTCAACAGGGTTCATA -3'
121pb Evans, 2006

RPL8-R  5- CTGGTGGTGGACGTATTGATAA-3'

A programacao térmica aplicada para o DWV ¢ especifica, tendo sido anteriormente
otimizada, incluiu uma etapa inicial de desnaturacao a 95 °C por 30 s, seguida de 40
ciclos de amplificagdo com: desnaturagao a 95 °C por 15 s, anelamento a 56 °C por 20 s
e extensao a 60 °C por 30 s, com leitura de fluorescéncia ao final de cada ciclo. Em
seguida, foi realizada a curva de dissociagdo para confirmar a especificidade do produto
amplificado, iniciando com 15 s a 95 °C, seguido de incubagao a 65 °C por 1 minuto.
Ap0s essa etapa, a temperatura foi aumentada gradualmente em incrementos de 0,5 °C a
cada 5 s até atingir 95 °C, com leitura de fluorescéncia a cada incremento (Figura 24).

Hold PCR Melt Curve
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Figura 24. Representagdo grafica da programagdo térmica utilizada no ensaio de RT-qPCR para detegdo
do DWV. O grafico apresenta as etapas de desnaturagdo, anelamento e curva de dissociagdo, com
indicagdo das temperaturas (eixo Y, °C) e ciclos/tempo (eixo X).

O protocolo térmico utilizado para o gene RPLS apresenta diferencas, em relacdo ao
DWYV, apenas nos parametros de temperatura e duragao de cada etapa (Figura 25).
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Figura 25. Programagao térmica aplicada ao gene RPL8 durante o ensaio de RT-qPCR. O grafico

Step3 (Dissociation)

apresenta as etapas de desnaturagdo, anelamento, extensdo e dissociagdo. O eixo X indica o tempo/ciclos

e o eixo Y, a temperatura (°C).

Todas as amostras foram analisadas em duplicado tanto para o RPL8 como para o
DWV. A repeti¢ao ¢ recomendada para aumentar a precisdo e confiabilidade dos
resultados, permitindo identificar e minimizar erros, estimar a variabilidade dos
dados e confirmar se os resultados obtidos sdo consistentes (Schurr et al., 2019).
A disposi¢do das amostras no equipamento QuantStudio 5 RealTime PCR
System (Thermo Fisher Scientific) para a andlise do DWV estd exemplificada na
figura 26. A primeira analise, denominada qPCRO1, teve 32 pogos (com os
controlos positivos e negativos), e a segunda analise (QPCR02) com 96 pogos e
0s respetivos controlos.

1 2 3 4 5 6 7 8 8 w0 1 12 1 2 8 &4 s 6 7 8 9 0 #H 2
N N @ @ @ L N 0000
N N @ - 9000000 LA X N |
S N e 00 00000000
@ @ 00 000000000000
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Flgura 26. Configuracao da placa de RT-qPCR, com disposi¢do das amostras em duplicado e dos
controlos positivo e negativo no primeiro e segundo ensaio (qPCR 01 e qPCR 02, respetivamente).

TAREFA 5.4. AMPLIFICACAO RPL8 E DWV

Todas as amostras em teste mostraram ser positivas para o gene RPL8 com ciclos de
amplificacdo entre 08-35 validando a extracdo de RNA e a sintese de cDNA. A
amplificacdo do DWV neste ensaio encontra-se ilustrada na Figura 27 (a).

As curvas-padrao para analise viral foram estabelecidas a partir de plasmideos
recombinantes adquiridos dos servigos de sintese de genes da NZYTech Genes &
Enzymes Company, Lisboa, Portugal. A quantificagdo absoluta de cada virus foi
calculada utilizando uma curva-padrao duplicada contendo sete pontos de calibragao
constituidos por dilui¢des de 10 vezes de um padrio de referéncia especifico para o
ensaio em questao ¢ de concentragcdo conhecida, variando de 101 a 107 copias/uL de

modelo (Lopes et al., 2024). A amplificagdo do DWV foi observada entre os ciclos 0 e

35, com base na curva padrao (Figura 28). Todas as amostras foram consideradas
positivas se apresentassem amplifica¢do antes do ultimo ponto da curva padrao,
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evidenciando um aumento exponencial na curva de amplificag¢do e exibindo um perfil
de fusdo compativel com a temperatura de fusdao dos controlos positivos.

Os graficos de amplificacdo obtidos representam o acumulo de produto fluorescente ao
longo do ensaio de qPCR, sendo gerados a partir do sinal fluorescente de cada amostra,
representado graficamente em funcdo do niimero de ciclos. Em andlises de qPCR,
quanto mais tardia ¢ a amplificagdo (ou seja, quanto maior o numero de ciclos
necessario para ultrapassar o limiar de dete¢do), menor ¢ a fiabilidade dos resultados,
uma vez que aumentam as chances de ruido de fundo, amplificagdes inespecificas ou
produtos ndo desejados. A amplificagdo do DWV neste ensaio encontra-se ilustrada na
Figura 27 (b).
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Figura 27. Curvas de amplificagdo do (a) RPL8 e (b) DWV obtidas nas reagdes de RT-qPCR. O eixo Y
representa os valores de ARn, calculados pela subtragdo entre a fluorescéncia normalizada da amostra
(Rn) e a do controlo de fundo. O eixo X indica o numero de ciclos de amplificag@o.
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Figura 28. Curva padrdo da amplificagdo do DWV, realizada em duplicata. A curva é composta por sete
pontos de calibracdo, provenientes de diluigdes seriadas do controlo positivo. O eixo Y representa os
valores de ARn, calculados pela subtrag@o entre a fluorescéncia normalizada da amostra (Rn) e a do
controlo de fundo. O eixo X indica o numero de ciclos de amplificagao.

TAREFA 5.4.1 CURVA DE DISSOCIACAO

A curva de dissociagdo envolve o aumento gradual da temperatura enquanto se verifica
a fluorescéncia, que muda a medida que o material genético se desnatura. Amostras
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negativas e com pouca carga viral produzem baixa fluorescéncia, resultando em curvas
pouco definidas ou inexistentes, ja as amostras positivas, especialmente aquelas com
carga viral moderada a alta, apresentam maior intensidade de fluorescéncia (Ruijter et
al., 2019), o que permite a geragdo de curvas de dissociacdo bem definidas e
compativeis com 0 DWV (77 °C < Tm < 81 °C) e RPL8 (Tm =78 °C + 1 °C). A curva
de dissociacdo do RPL8 e DWV ¢ evidenciada na figura 29.

a) RPL3 Melt Curve Plot b) DWV Melt Curve Plot
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Figura 29. Curvas de dissociagdo geradas a partir dos ensaios de RT-qPCR para dete¢do do (a) RPLS e
(b) DWV, com o eixo Y representando o derivative reporter (-dF/dT) e o eixo X a temperatura (°C).

Um fator importante a considerar na interpretacao das curvas de dissociagdo € a possivel
presenca de diferentes variantes do DWV. A variante DWV-A ¢ geralmente associada a
uma temperatura de dissociagao (Tm) mais elevada, resultando em picos mais altos e
definidos na curva. Por outro lado, a variante DWV-B apresenta Tm mais baixa e,
consequentemente, picos ligeiramente deslocados para a esquerda no grafico (Martin et
al., 2012). A distingdo entre as variantes DWV-B e C, contudo, ¢ mais complexa, uma
vez que estas podem partilhar Tm semelhantes, tornando a diferenciagao apenas por
curva de melting inconclusiva (Kevill et al., 2017).

Em relacdo a temperatura de dissocia¢ao do produto de PCR, quando o produto
amplificado ¢ especifico, a curva mostra um pico definido no grafico de derivada de
fluorescéncia (—dF/dT). Se ha pouco ou nenhum produto amplificado, esse pico sera
muito baixo ou ausente. No grafico de Tml, € possivel observar que os desvios da
média de Tm correspondem a amostras com baixa carga viral, ou consideradas
negativas (Figura 30).
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Figura 30. Temperatura de dissociacdo (eixo Y) para as 49 amostras analisadas (eixo
X). As amostras com maior dispersao nos valores — 120C, 127C, 132B, 176C, 177A ¢
184C — estao destacadas no grafico.

As amostras que se encontram com maior dispersdo no grafico, identificadas como:
120C, 127C, 132B, e 177A, s@o marcadas como negativas, pois, apenas um dos
duplicados amplificou e revelou a Tm especifica, sendo que a outra réplica mostrou
estar fora do padrao de referéncia de 77 °C - 80 °C. Este resultado sugere que algum
fator pode ter interferido gerando inespecificidade. Na amostra 176C ambos os
duplicados (Tm = 84,788 °C e 72,174 °C) mostraram curvas de dissociagdo
inespecificas, sendo classificadas como negativas. No caso da amostra 184C, embora o
Ct esteja no intervalo esperado para ser considerada positiva, a sua curva de dissociagao
apresenta um padrao anormal. Entretanto, ¢ valido apontar que, mesmo com baixa carga
viral, ainda pode existir vestigios do virus na amostra, mas em carga diminuida.

TAREFA 5.4.2 ANALISE GEOGRAFICA: PREVALENCIA E CARGA VIRAL
DWV

Das 49 amostras analisadas, 6 (12,2%) apresentaram resultado negativo para a presenga
do virus, enquanto as demais 43 (87,8%) indicaram positividade para o Deformed Wing
Virus (DWV), evidenciando uma elevada prevaléncia viral nas regides amostradas de
Portugal. Dez amostras (20,4%) foram identificadas exclusivamente como pertencentes
a variante DWV-A. Outras 26 amostras (53%) revelaram perfis de curva de dissociagdo
intermediarios entre as variantes DWV-A e DWV-B, sugerindo uma possivel
recombinagdo genética entre essas duas variantes (Sircoulomb et al., 2025). Além disso,
7 amostras (14%) apresentaram perfis compativeis com as variantes DWV-B ou DWV-
C — sendo mais provavel que se trate da DWV-B, uma vez que esta ¢ a mais
frequentemente detetada, enquanto a DWV-C ¢ considerada rara (Mordecai et al.,
2016). Para a identificagao precisa desses ultimos casos, recomenda-se a realizacao de
abordagens complementares, como a sequenciacao dos produtos amplificados. A figura
31 apresenta o mapa com a distribui¢do geografica das amostras positivas,
discriminando as variantes virais detetadas em cada localidade analisada.



Figura 31. Mapa com a distribui¢do geografica das amostras positivas, discriminando as variantes virais
detetadas em cada localidade.

Adicionalmente, as amostras foram, entdo, classificadas em trés categorias — alta,
média e baixa — com base nos valores de Ct (Cycle threshold) conforme apresentado
na Tabela 8. Os valores de Ct correspondem ao nimero de ciclos necessarios para que o
sinal de fluorescéncia ultrapasse o limiar de dete¢do durante a PCR em tempo real,
indicando a presencga do material genético alvo (Oswald, 2023). Valores do limiar de
ciclo (Ct) que ndo sdo referenciados a uma curva padrao nao podem ser interpretados
como valores quantitativos absolutos (Vogels et al. 2020). Por esse motivo, utilizamos
como referéncia a curva padrao apresentada na Figura 28. Neste estudo, as amostras
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com valores de Ct superiores a 33 foram consideradas negativas, tendo em conta outras
circunstancias experimentais.

Os valores DWV foram convertidos em copias DWV/reagao utilizando uma série de
dilui¢des de 7 etapas e 10 vezes de padroes de referéncia externos e, posteriormente, em
copias/abelha utilizando os varios fatores de dilui¢do incorridos durante a extracao de
RNA e sintese de cDNA (Lopes et al., 2024).

Tabela 8. Classificagdo dos valores de Ct (Cycle threshold).

Categoria Ct médio e n° copias/abelha Descricao
Alto 5-15(>10%) Amplificagdo detetada precocemente (alta carga viral)
Médio 1525 (10° - 10%) Amplificagdo com detecdo moderada (carga viral
moderada)
Baixo 25 -35(10%-10% Amplificacio tardia (baixa carga viral)

Das 17 amostras provenientes da regiao Sul, trés foram negativas. Entre as 14 amostras
positivas, observou-se uma predominancia de carga viral alta (N=6), seguida da carga
viral baixa (N=5). Na regido Centro, das 18 amostras analisadas, uma foi negativa,
sendo a maioria das restantes classificadas com carga viral média (N=10).
Relativamente a regido Norte, das 14 amostras analisadas, duas foram negativas. Entre
as 12 amostras positivas, verificou-se uma distribui¢ao equilibrada entre as categorias
de carga viral alta e média (N=5 cada), sendo que apenas duas amostras apresentaram
valores de Ct compativeis com carga viral baixa. A Figura 32 apresenta a distribuicdo
da carga viral nas amostras positivas das regides Norte, Sul e Centro.
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Figura 32. Gréficos das cargas virais alta, média e baixa em correlagdo com as regides Sul, Centro e
Norte de Portugal.

Por fim, 0o DWV esta presente nas trés regioes descritas em Portugal continental, sendo
distribuido em 12 dos 13 distritos analisados e com alta, média e baixa carga viral. Com
a prevaléncia de 87,76% em toda a amostragem, ¢ possivel evidenciar que hé presenca
do virus nas regides geograficas analisadas, com diferentes cargas virais. A regiao
central demonstrou ter a maior prevaléncia e a maioria das amostras com carga viral
média, ademais, a regido Sul e Norte também salientaram alta e média carga viral com
dispersao relativamente homogénea entre os distritos. Contudo, somente o distrito de
Vila Real demonstrou ser o tnico classificado como negativo, sendo necessario analisar
um maior niumero de coldnias para compreender a verdadeira realidade epidemioldgica
no distrito.

Os niveis elevados e intermédios de carga viral, bem como a elevada frequéncia de
amostras positivas observadas em diferentes regides e distritos de Portugal continental,
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poderdo estar associados a presenga do acaro V. destructor ¢ a disseminacao de
variantes com maior capacidade replicativa e transmissibilidade, como o caso do DWV-

B.

No entanto, estes fatores ndo sdo os unicos a considerar, uma vez que permanece uma
parte significativa das amostras por analisar. Para uma confirmac¢ao mais rigorosa dos
resultados, torna-se essencial concluir a extragdo ¢ a analise das amostras
remanescentes.

ATIVIDADE 6: COMUNICACAO E DIVULGACAO DOS RESULTADOS

Atividades de comunicagao e divulgacao realizadas no terceiro ano do projeto:

Resumo e apresentagdo em formato poster: Costa, M. et al. (2024).
Resistance of Varroa destructor to pyrethroids: A preliminary analysis in
Portugal. EURBEE 2024: 10th European Conference of Apidology, 16-19
setembro, Tallinn, Estonia.

Resumo e apresentacdo em formato poster: Costa, M. et al. (2024).
Challenges in varroosis control: Preliminary investigation of amitraz
resistance in Varroa destructor in Portugal. EURBEE 2024: 10th European
Conference of Apidology, 16-19 setembro, Tallinn, Estonia.

Participag@o no convivio dos Apicultores promovido pelo Cantinho das
Abelhas (28/09/2024).

Participagao no workshop “Preparagdo das colmeias” promovido pela
Macmel (5/10/2024)

Participagdao do XXII Forum Nacional de Apicultura (15-17/11/2024)

Resumo e apresentagao em formato poster: Costa, M., Yadro, C., Lopes, A.
R., Quaresma, A., Rodrigues, C., Pinto, M. A., & Henriques, D. S. M.
(2024). Distribution of alleles linked to pyrethroid and amitraz resistance in
Varroa destructor across Portugal. XX ENBE, Vila do Conde, Portugal.

Resumo e apresentacdo em formato poster: Costa, M., Yadro, C., Lopes, A.
R., Bejaoui, M. K., Almeida, J., Correia, L. B., Sanchez, S., et al. (2025).
Development of LAMP primers for the detection of pyrethroid resistance
mutations in Varroa destructor. VI International Conference of the
Portuguese Society of Genetics, Oeiras, Portugal.

Costa, M., Rodrigues, C. A., Silva, A. M. P. L., Yadro, C. A., Lopes, A. R,
Pérez-Pérez, A., Martin-Hernandez, R., Higes, M., Valério, M. J., Capela,
N., Pinto, M. A., & Henriques, D. (ano). Resultados do questionario efetuado
no ambito do projeto Mite: Monitoriza¢do nacional da varroa e saude das
abelhas em Portugal. Revista Voz do Campo. Submetido para publicacao.

Rodrigues, C. A., Costa, M., Yadro, C., Lopes, A. R., Li, F., Pinto, M. A, &
Henriques, D. (ano). Luta contra a Varroose: Base molecular da resisténcia
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da varroa aos acaricidas sintéticos. Revista Voz do Campo. Submetido para
publicacao.

ATIVIDADE 7: GESTAO E ACOMPANHAMENTO DO PROJETO

Esta tarefa serd da responsabilidade da entidade gestora, Fenapicola, e pretende
assegurar uma gestao financeira eficaz do projeto em que os objetivos sejam cumpridos
de acordo com o calendério estabelecido.



ANEXO II-INQUERITO

Questionario disponivel em:
https://forms.gle/9rQEbZNMnJf94mFT6

MiTE

Questionario MITE

Carofa) apicultor(a),

Este questionario esta inserido no ambito do projeto MITE- Varroa e virus transmitidos:
Monltorizacao de muTagoes & dEsenvolvimento de ferramentas moleculares inovadoras,
financiado pelo Programa Apicola Hacional.

Desde ja agradecemos a sua participacdo neste questionario, que tem como

objetivo perceber as medidas de controlo de varroose usadas pelos apicultores.

O preenchimento do questionario demorara sensivelmente 5 minutos.

Este guestionario respeita a liberdade de escolha de cada participante. Trata-se de um
inquérito de participagao voluntaria, podendo o participante deixa-lo sem qualquer
consegquéncia.

Mo gue respeita ao tratamento de dados, € cumprido o estipulado no Regulamento Geral
de Protecao de Dados (RGPD), estando assegurada a seguranca, protecdo, anonimato e
confidencialidade de todos os dados facultados pelos participantes. Os dados serao
apenas acedidos pelos investigadores do estudo & os resultados serdo apresentados de
forma agregada e andnima.

Caso tenha alguma duvida, podera entrar em contacto pelo email dorasmh@iph. pt
(Investigadora Dora Henrigues, Centro de Investigacao de Montanha),

apinto@ipb.pt (Professora Doutora M. Alice Pinto, Instituto Politécnico de Bragancga) &/ou
a federacao Fenapicola (fenapicola@confagr. pt).

Agradecemos a sua disponibilidade! Muito Obrigado!

1. Ao participar noste questionario aceito o tratamento e analise astatistica dos *
dados que forneci de forma voluntaria.

___/5im

___'Hao
2. Acoita participar no projeto MITE? Se sim, o projeto requer a amostragoem do
pelo menos 5 varroas/colonia de 3 colonias do seu apiario.

—'5im

'Mao
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1. Informagao sobre o Apicultor

1. Nome e Apelido *

2. Homeie o local {concelho) onde esta localizado ofs) apiario(s) amostrado(s) *
e/ou insira as coordenadas geograficas aproximadas das coldnias amostras.
Esta informagao & crucial para a analise espacial dos dados.

3. Que tipo de apicultura pratica? *
Escolher apenas uma opgio
./ Convencional

' Em modo de producio bioldgico

Medidas de controlo

4. Que medidas de controlo da varroa utiliza? *
Pode escolher mais do que uma opgdo

|| utilizagso de varrocidas

J Substituicao de rainhas com mais de 24 meses

J Substituicao regular de ceras/quadros

[ | utilizagio de estrados sanitarios

|| Desdobramento de colénias

|| Etiminagsio de alvéolos de zangio

|| Interrupgao da criago (enjaulamento da rainha)

[] Criacdo de rainhas resistentes a varroa

J Qutra

4a. Se respondeu outro a questao anterior (questao 4). Por favor, indique qual.
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5. Que medicamento(s) veterinario(s) usa para combater a varroa? *
Pode escolher mais do que uma oprdo.

|| Amicel (Amitraz)

|| API-Bioxal (Acido Oxdlico)

|| APIFOR {Acido Férmico)

|| APIGUARD (Timol)

|| APILIFE (Timel)

|| Apistan (Tau-Fluvalinato)

|| Apitraz (Amitraz)

|| Apivar (Amitraz)

|| Dany’s BienenWoh (Acido oxalico)

|| FORMIVAR (Acido férmico)

|| MAQS Acido férmico

|| Oxuvar (Acido oxalico)

|| Oxybee (Acido oxalico)

J Polyvar (Flumetrina)

[ | THYMOVAR (Timol)

|| VarroMed (Acido férmico e Acido oxdlico)

J'Dutm

5a. Se respondeu outro a questao anterior (questdo 5). Por favor, indigue qual.

6. Quantos tratamentos faz por ano? *
Escolher apenas uma opeio
1
2
3
y

—'»b
7. Quando efetuou o dltimo tratamento? *

Exemplo: 7 janeiro 2019
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8. Qual o ultimo tratamento que aplicou? *
Pode escolher mais do que uma opgEo

| Amicel (Amitraz)

| API-Bioxal (Acido Oxalico)

| APIFOR (Acido Férmico)

| APIGUARD (Timol)

__| APILIFE (Timol)

Jﬁpistan (Tau-Fluvalinato)

| Apitraz (Amitraz)

| apivar (Amitraz)

|| Dany’s BienenWoh (Acido oxalico)

| FORMIVAR (Acido férmico)

|| MAGS Acido férmico

| Oxwvar (Acido oxdlico)

| Oxybee (Acido oxalico)

-_‘ Polyvar (Flumetrina)

" | THYMOVAR (Timol)

|| VarroMed (Acido férmico e Acido oxdlico)
8a. Se respondeu outro 3 guestao anterior (guestao 8). Por favor, indigue
qual.

9. Faz rotagdo de tratamentos? ©
Escolha apenas uma apodo

__'Sim

'Hao

9a. Que tipo de rotacdo faz?

Pode escolher mais do que uma opqEo

=_]A{teme"|ncia entre tratamentos sintéticos e organicos (por exemplo Apivar e timol )
_l Alternancia entre tratamentos organicos (por exemplo acido oxalico e timol)
_| Alternancia entre tratamentos sintéticos (por exemplo Apivar e Apistan)

10. Tem aumentado as doses ou ndmero de tratamentos nos dltimos anos? ©
Escolher apenas uma opgdo

___'Sim

__'Mao

__'Hao sei



ANEXO III-INSTRUCOES PARA COLHEITA DE VARROAS

MITE- Varroa e virus transmitidos: Monltorizagdo de muTagdes e dEsenvolvimanto de ferramentas
moleculares inovadoras

Instrucdes para colheita de varroas

Agradecemos sua participacao no projeto MITE. Sua contribuigdo & fundamental para o
sucesso desta iniciativa. Caso esteja disposto a participar, siga as etapas abaixo para a correta
colheita e envio das amostras.

Deve amostrar 3 coldnias por apiario e em cada coldnia 5 varroas.

Materiais fornecidos no kit de amostragem:

® Sacos de plastico

* Tubos eppendorf com alcool absoluto
® Etiquetas

*  Parafilme

* Envelope para enviar as amostras.
Instrugdes:

1. Colha pelo menos 5 varroas de cada colonia. Pode usar a técnica que preferir tal como
o “easycheck”, retirar as varroas dos favos de zangdo ou utilizar o teste do agucar.

2. Colocar as varroas de cada coldnia em tubos Eppendorfs fornecidos. Cada tubo
Eppendorf devera ter varroas de uma tnica colonia.

3. Verifique se os tubos est3o devidamente fechados, aplique parafilme para garantira
vedacdo e coloque-os nos sacos fornecidos.

4. Preencher a(s) etiqueta(s) fornecida(s) a LAPIS e colocar no saco. Deve preencher
uma etiqueta por apiario.

5. Enwiar o envelope para o IPB (Os portes ja estdo pagos

6. Preencher o inquérito https://forms.gle/xg7V4jPrLaSlAQfug

Obrigada pela sua participagao, alguma duvida contacte: Dora Henriques (937 402 880).
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ANEXO IV-ROLL-UP

L,%QN@/ % Varroa e virus transmitidos:
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ferramentas moleculares inovadoras

Monitorizagdo molecular do
Virus das Asas Deformadas (VAD)

Desenvolvimento de
4&‘ Ferramentas Moleculares

para identificacdo da
resisténcia aos acaricidas e VAD

Rastreio nacional das mutagdes
associadas a resisténcia aos piretréides
e amitraz Contatos:
Dora Henriques
E-mail: dorasmh@ipb.pt
M. Alice Pinto
E-mail: apinto@ipb.pt
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ANEXO V- FICHA DE AVALIACAO CLINICA

Ficha de Avaliacao Clinica

Exame Sanitario Veterinario Apicola

Data:

OMV n? membro:

Médico Veterinario responsavel:

Resenha: Identificacfio do animal

Informacao Apiario
1D exploragao: Tipo producgao:
Apicultor responsavel: ID apicultor:
Contacto:

Geleia Real
Mel

Finalidade Prépolis
Pélen
Outro:

. . |Sim Ultima localizagao:
Transumancia
Nao Localizagdo do apiario:

Data instalagio:
Tipo Floracao:

Total Colmeias:

Data e instalagio tltimo enxame:

Data instalagio altimas algas:
Data ultimo desdobramento:

Data ultima extracao:

Informacao Colmeia

Informacae Rainha

1D:

Data introducéio no apiario: |

Data registo:

Origenv/Tipo de ninho:

N° Colmeia:

Origem enxame/
Desdobramento:

Qualidade postural:

N° meia-al¢as:

Data instalacio

altima meia-al¢a:

Postura a partir
dos quadros:

Centrais

Laterais

Ocupacao dos
favos:

Integral

Parcial

Ultima substitui¢io da Abelha-rainha




Anamnese:

Queixa principal

Problema identificado:

Algumas abelhas mortas S|:n
Nao
Colmeia

Mortalidade geral —
Apiério

Alteracao aspeto

Alteracao comportamental

Outro:

Existe maior incidéncia em [Sim

|determinada época do ano? [Nao

Ceras: Data da dltima substitui¢do:

Inicio do problema:

Brusco/Repentino

Gradual e evolutivo

Positiva (resolugdo)

Progressao:
e Negativa (pioria)
% Sem alteracido

Predngro: C/ quebra na producio
3 s § Sim
Costuma aplicar preventivamente produtos na colmeia? —
st i s G i Sim

Possibilidade de existéncia de apiarios nio tratados na vizinhanca: =
ao
Possibilidade de uso de fito-farmacos ou outros tratamentos quimicos na Sim
vizinhanca: Nio

IPresenca de predadores:

Vespa (Vespula vulgaris, Vespa velutina, Vespa crabro,...)

Aves (andorinha, abelharuco, bitio vespeiro,...)

Répteis e Batraquios (Lagartos, sapos, ...)

[Presenca de pragas e parasitas:

Outro:
Piolhos Braula coeca

. Varroa destructor
Acaros

Tropilaelaps spp

Traca da cera

Maior: Galleria mellonela

Menor: Achroia grisella

Outro:

Observacoes:
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Historico clinico:

= Data da altima | -, . "
: 5. Ultimo tratamento aplicado:
Passado médico Pehuonr sy p
Loque Americana( Paenibacillus larvae) Tratamento ndo permitido
Loque Europeia (Melissococcus plutonius) na U.E
Acarapisose (Acarapis woodi)
Varroose (Varroa destructor)
Doencas Aethinose (Aethina tumida)
anteriores: |Tropilaelapsose (Tropiaelaps sp.)
Ascosferiose (Ascosphaera apis)
Nosema apis
Nosemose
Nosema ceranae
Outro:
Qual:
s g % s Sim Finalidade:
Esta a administrar algum medicamento atualmente?
Nao
Qual:
Esta a administrar algum produto atualmente? Sim Finalidade:
(Hive alive, Apifit, Nozevit, BeeStrong, promobee, apimida, apicar plus, levedura de ™
cerveja, micro-soja, Neonosapiol, Neoapiciclina, Apiherb, Apigo, Micostop, superbee,
entre outros)
Nao
Sim Procedéncia:
Fez desdobramento/movimento da colmeia?
Nao

Ambiente

Alimentagao;

Outros dados relevantes/ Observagoes:



METE

Exame geral:

Inspecao por Observacao a Distancia (Ambiente de origem)

Dificuldade em iniciar voo

Presenca de tremores

Alteragdo da rota de voo

Outro:

N° anormalmente alto de
‘abelhas mortas a frente da
colmeia

‘Queda em Arco’

Abelhas mortas, ¢/ pélen nas patas
traseiras

Abelhas com distensdo abdominal

Normal
Voo das Abelhas:

Anormal

Normal
Exterior da colmeia:

Anormal

Algumas abelhas mortas
morfologicamente alteradas

Brilhantes, negras e s/ pélo

Obreiras pequenas c/asas ratadas
ou deformadas

Manchas de cor escura no exterior da colmeia

Larvas mumificadas/engessadas a entrada da colmeia

Miimias brancas/pretas na tabua de voo e em frente a colmeia

|‘Serradura’ de cera na tabua de voo

‘Outro:

Inspecao por Observacao do interior da Colmeia

Vigor da Populacaoe

N° quadros ¢/ criacdo

Morfologia das Abelhas

N° quadros ¢/ abelhas

Normal

Comportamento da Colénia

Normal

Comportamento | Presente

Higiénico Ausente

defensivas e

Anormal irritadas

Movimento lento

Desorganizadas,

Tremores

|Opérculos
perfurados

Criacdo em mosaico

Anormal Abelhas brilhantes, negras,

s/pélo

Abelhas ¢/ asas deformadas
e/ou atrofiadas

Abelhas ¢/ abdémen pequeno

Abelhas mortas ¢/ cabeca
emergida e lingua de fora

Presenca de parasitas

Larvas mumificadas brancas

Cria¢ao “manchada”/em
mosaico/dispersa

Larvas de cor amarelada a
acastanhada

Larvas viscosas, filantes

Outro:



~ /
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Exames complementares de diagnéstico:

Diagnéstico presuntive Doenca Endémica em Portugal | D.D.O
Loque Americana (Bactéria) X X
Loque Europeia (Bactéria) b4
/;cosferiose (fungo) X X
Varroose (acaro) X X
Acarapisose (4caro) X X
Vl:Iosemose (fungo) 7 X ) X 7
Morte por Vespa
Aethinose por Aethina tumida X

Tropilaelaps por Tropilaelaps sp

Outro:
Colheita de Amostras para Diagnéstico Laboratorial
Data de Colheita: lData de Expedicao: I
Meio de transporte
utilizado:
Laboratério de Sanidade Animal DRAP Centro- Lirido
Laboratério de Patologia Apicola do INIAV - Lisboa
Laboratério: s T z 7 =
Laboratério de Patologia Apicola da Escola Superior Agréria de Braganca
Outro:
S sy ’ Sim
Diagnéstico de doencas especificas das abelhas adultas Nao
5 s y - Sim
Diagnéstico de doencas especificas da criacao oo

Abelhas adultas N° Caixas:
(Colher cerca de 50 a 70 abelhas de cada colénia, vivas ou
mortas recentemente)

Favos com Criacao N° Caixas:
(Enviar um fragmento de favo com criacao de abelhas, larvas
e opérculos, com cerca de 12x12cm)

Cartolinas N° Cartolinas:

Material Congelado Obs.:

Material Refrigerado
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Importante:

e Sempre que ocorram alteracdes significativas superiores a 20% do nimero de colmeias, o
apicultor devera fazer a declaragao de alteracdes a declarago de existéncias, no prazo maximo de
10 dias uteis apds a sua ocorréncia.

¢ Asdeclaracoes de alteracdes deverdo ser efetuadas a partir de alteragdes_superiores ou iguais a 20
coldnias do efetivo.

¢ Destruicdo de todas as colénias dos apiarios em que seja diagnosticada doenca considerada
exotica no territério nacional, com adocdo de medidas de destruicio, desinfecao e de vigilancia
adequadas a erradicacdo do agente etioldgico.

* 0O n.2de colénias de onde deverfo ser colhidas as abelhas deve seguir o referido: De 1a 5 colénias
por apiario: 2 colénias; 6 a 10 colénias por apiario: 5 coldnias; 11 a 20 colénias por apiério: 6
colonias; 21 a 60 coldnias por apiario: 9 colénias; 61 a 100 coldnias por apiario: 10 colonias.

e (aso ndo seja possivel o imediato envio das amostras para o laboratério, estas devem ser
refrigeradas (2-8°C) até 78 horas apoés a colheita. Caso o periodo seja superior devem ser
congeladas.
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EurBee 10 1-2 Bee immunity and diseases
10t Congress of Apidology

CHALLENGES IN VARROOSIS CONTROL: PRELIMINARY INVESTIGATION OF AMITRAZ
RESISTANCE IN VARROA DESTRUCTOR IN PORTUGAL

Maira Costa'? Ana R. Lopes*?, Carlos Ariel Yadré Garcia'?, Mariana Lousada Gongalves?, Liliana
Coelho’, Sancia Afonso Pires'?3, M. Alice Pinto?, Dora Henriques'?

‘Centro de Investigagdo de Montanha, Instituto Politécnico de Braganga, Braganca, Portugal
*Laboratério Associado para a Sustentabilidade e Tecnologia em Regides de Montanha (SusTEC),
Instituto Politécnico de Braganca, Braganga, Portugal

‘Laboratério de Patologia Apicola da ESAB-Escola Superior Agraria de Braganca, Instituto
Politécnico de Braganga, Braganga, Portugal

Abstract

Varroosis is a disease caused by the ectoparasitic mite Varroa destructor, identified as one of the
most significant global threats to the honey bee (Ap/s mellifera). The most effective control of this
mite is through synthetic or organic acaricides. However, the excessive and repeated use of
synthetic acaricides has led to the development of resistance. Amitraz is a synthetic pesticide
commonly used in the control of V. gestructor, but resistance to this compound has been
observed. Previous studies observed a substitution of asparagine by serine at position 87 (N87S) of
the OctB2R gene, associated with amitraz resistance in France, and a substitution of tyrosine by
histidine at position 215 (Y215H), associated with amitraz resistance in the USA. Building upon this
knowledge, we aim to implement the first screening in Portugal for mutations associated with V.
destructorresistance to amitraz. Unlike several European countries and the USA, Portugal lacks
information regarding gene variation implicated in V. destructorresistance to amitraz, as well as
allelic frequencies and their geographical distribution. To investigate the resistance mechanism,
primers were developed to amplify the two known target regions of amitraz in V. destructor. DNA
was extracted from individual female varroa mites using a commercial extraction kit, and the
obtained DNA was PCR-amplified with the developed primers, followed by Sanger sequencing.
With the knowledge obtained, we hope to assist beekeepers in selecting the most suitable
acaricide to manage V. destructorin their apiaries and gain a deeper understanding of amitraz
resistance in Portugal.

Project “MITE- Varroa e virus transmitidos: Monltorizagdo de muTagdes e dEsenvolvimento de
ferramentas moleculares inovadoras” is funded by National Beekeeping Programme 2023-2027.
FCT provided financial support by national funds (FCT/MCTES) to CIMO (UIDB/00690/2020 and
UIDP/00690/2020) and SusTEC (LA/P/0007/2021).

| 62
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Challenges in Varroosis Control: Preliminary Investigation of Amitraz Resistance in Varroa

v destructor in Portugal

Maira Cosea””, Ana R. Lopes ’Carlos Ariel Yadeé Garcia ’, Mariana l.onsada Gongalves®, 1iliana Caelho’. Sincia Afonso Pires'

>

M. Alice Pinta . Dora Ilenriques

“Centro de Investigagio de Montunha, nstituto Politéenico de Braganga, Braganga. Portugal.

EurBee

*Laboratorio Associado para u Sustentabilidads ¢ Teenologia em Regides di Montanha (SusTEC), Instituto Politéenico de Braganga, Bragiugs, Portugl.

*Laboratério de Patolagia Apicala da ESAR-F:scola Superior Agréria de Braganga. Instituto Politécnico de Braganga. Rraganga, Portugal

1 INTRODUCTION

Varroosis, causcd by the mitc Varroa desirucior, is a major
threat to honey bees. typically managed with acaricides like
amitraz. However, resistance to amitraz has emerged, linked to
mulations in gene 001[32[{. In France, a substitution ol

asparaginc at position 87 by serinc (N87S) is associated with

Tn-house developed priters

amitraz resistance, while the substitution of tyrosine by histidine

at position 215 (Y215H) is linked to resistance in the USA

R 3 TGCCTTATGITCACGCTTC 3

(Herndndez-Rodriguez el al., 2021). This study aims 1o screen
for amitraz resistance mutations in ¥. desiructor populations in
Portugal for the first time. By analyzing DNA from individual .
mites using PCR and Sanger sequencing, we seek to map the

Irequency and distribution of resistance-associated alleles.

3 JRESULTS

WS W W — W — — — — —

PCR amplifications were visualized by gel electrophoresis prior to sequencing. The
in-house designed primers amplified a 700bp sequence spanning the regions
associated with amitraz resistance (N87 and Y215). The mutations associated with
amitraz resistance in France (N§7S) and in the USA and (Y215H) were not detected

in Porlugal.

4 CONCLUSION

The designed primers yiclded consistent results in both gel clectrophoresis and Sanger
sequencing. None of the sampled apiarics showed signs of resistance at positions N87 or
Y215. However, a larger sample size will be required to draw definitive and robust

conclusions

Centro de
Investigacao
de Montanha

2 METHODS

O e

56 mites

‘ I SATCTGCTCGTCGTCACATC 37

Sanger Sequencing

31 Apiaries across

DNA Extraction
Maxwellit RSC Purelood .
z
GMO and Authentication kit g

Promega

s
BioEdit -
n GO

A ;/ Mz/mv_f“ oy

® No resistance
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EurBee 10 1-2 Bee immunity and diseases
10t Congress of Apidology

RESISTANCE OF VARROA DESTRUCTOR TO PYRETHROIDS: A PRELIMINARY ANALYSIS
IN PORTUGAL

Maira Costa'?, Ana R. Lopes*?, Carlos Ariel Yadré Garcia'?, Marta Coelho'?, Raquel Martin-
Hernandez®*, Mariano Higes™, Sancia Afonso Pires'®, M. Alice Pinto!?, Dora Henriques*?

‘Centro de Investigagdo de Montanha, Instituto Politécnico de Braganga, Braganca, Portugal
*Laboratério Associado para a Sustentabilidade e Tecnologia em Regides de Montanha (SusTEC),
Instituto Politécnico de Braganca, Braganga, Portugal

*Centro de Investigacién Apicola y Agroambiental (CIAPA), Laboratorio de Patologia Apicola,
Instituto Regional de Investigacion y Desarrollo Agroalimentario y Forestal (IRIAF), 19180
Marchamalo, Spain

“Instituto de Recursos Humanos para la Ciencia y la Tecnologla (INCRECYT-FEDER), Fundacién
Parque Cientifico y Tecnoldgico de Castilla-La Mancha, 02006 Albacete, Spain

“Laboratério de Patologia Apicola da ESAB-Escola Superior Agraria de Braganca, Instituto
Politécnico de Braganga, Braganga, Portugal

Abstract

Infestations of Varroa destructor are closely associated with colony collapse in the honey bee (4pis
mellifera). Currently, three classes of acaricidal compounds are utilized to combat these
infestations: pyrethroids (fluvalinate and flumethrin), organophosphates (coumaphos) and
formamidines (amitraz). The first cases of V. destructorresistance to pyrethroids were reported in
Italy, followed by numerous instances of resistant populations worldwide. The molecular
mechanism of V. destructorresistance to pyrethroids is well understood and primarily linked to an
amino acid change at position 925, where a leucine (L) is typically found. At this position, three
alleles have been described that confer resistance to pyrethroids, where leucine is substituted by
valine (L925V), isoleucine (L925I), or methionine (L925M). A novel mutation at position 918 was
described in a population from Spain, where the amino acid methionine, normally found at position
918, was replaced by leucine (M918L). In Portugal, gene variation associated with pyrethroid
resistance remains unknown. To investigate this mechanism in V. destructorpopulations

from Portuguese apiaries, DNA was extracted from individual mites. This DNA was PCR-amplified
using the primers 273-IF_VD (5'-AAGCCGCCATTGTTACCAGA-3') and 1973-IR_VD (5'-
CTGTTGTTACCGTGGAGCA-3') and subjected to Sanger sequencing. The expected outcome is
that mutations are found in Portugal at both positions 925 and 918, due to its geographical
proximity to Spain. These results will contribute to the Portuguese beekeeping sector by facilitating
the development of strategies for handling V. destructorresistance.

Project “MITE- Varroa e virus transmitidos: Monltorizagdo de muTagbes e dEsenvolvimento de
ferramentas moleculares inovadoras” is funded by National Beekeeping Programme 2023-2027.
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Varroa destructor is closely associated with colony collapse in Apis mellifera. Currently, pyrethroids, organophosphates, and formamidines are
used to control these mites. Resistance 1o pyrethroids, first reported in Italy, is linked to mutations at positions 925 (L925V, L9251, L925M) and
918 (M918L) of the voltage-gated sodium channel (VGSC) gence. The aim of this work is to study the presence and distribution of VGSC gene

alleles associated with pyrethroid resistance.
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42% of the Varroa mites show at least one mutation associated with
pyrethroid resistance. This value is lower than that reported by Li et
al. (2024), who genotyped 94 samples from 2019 and found that 47%

of the mites exhibited mutations correlated with resistance.
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No geographical pattern was observed in the distribution of

genotypes associated with pyrethroid resistance.
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ANEXO VIII- FORMACAO MACMEL

R

Certificado de Participagdo

Declaro, para os devidos efeitos, que Dora Sofia Martins Henriques e Maira Costa
participaram na formagéo “Preparagdo de Colmeias para o Inverno”, realizada nos dias
4 ¢ 5 de outubro de 2024. No dia 4, foi apresentada uma palestra online sobre o projeto
MITE e, no dia 5, pela manha, foi realizada uma demonstragdo prética sobre a
verificagdo dos niveis de infestagdo de varroa em abelhas adultas e criagéo. Durante a
tarde, houve uma sesso tedrico-pratica sobre formas de monitorizagio e controle da

varroa.

Macedo de Cavaleiros, 5 de outubro de 2024

lj//um/r o %%éé'j

Francisco Rogdo
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Distribution of Alleles Linked to Pyrethroid and Amitraz Resistance in
Varroa destructor across Portugal

Costa, M '; Yadr6, CA '; Lopes, AR '; Quaresma, A '; Rodrigues, C '; Pinto, MA ; Henriques, D'

(1) CIMO, LA SusTEC, Instituto Politécnico de Braganca, Campus de Santa Apolénia, 5300-253 Braganca, Portugal

Varroa destructor, an ectoparasitic mite of honey bees (Apis mellifera), is a significant threat to
apiculture by causing varroosis and transmitting dangerous viruses such as the deformed wings
virus. This mite can be controlled by the use of synthetic or organic acaricides. Currently, in
Portugal, two classes of synthetic compounds are used: pyrethroids (fluvalinate and flumethrin),
and formamidines (amitraz). However, excessive and repeated use of acaricides has led to
resistance in mite populations. Resistance to pyrethroids is primarily associated with mutations in
the voltage-gated sodium channel gene, and involves an amino acid change at position 925,
where a leucine (L) is found in the wild type. At this position, three alleles have been described
that confer Varroa resistance to pyrethroids, where leucine is replaced by valine (L925V),
isoleucine (L925I), or methionine (L925M). A novel mutation at position 918 was described in a
population in the Valencian Community in Spain, where the amino acid methionine, generally
found at position 918, was replaced by leucine (M918L). For amitraz, resistance is linked to
mutations in the OctB2R gene, involving a substitution of asparagine by serine at position 87
(N878), found in France, and a substitution of tyrosine by histidine at position 215 (Y215H), found
in the USA. However, the distribution of these resistance-associated alleles remains unexplored
in Portugal. To address this gap, we sampled Varroa mites from honey bee colonies from different
locations in Portugal, and used a PCR assay with mutation-specific primers, followed by Sanger
sequencing of the amplicons. The results confirmed pyrethroid resistance alleles at positions 925
and 918 in the Portuguese populations. In contrast, amitraz-resistance alleles remained
undetected, although this result should be interpreted with caution as the sample size was
reduced. These findings represent a step forward for understanding the status of Varroa
resistance in Portugal, providing baseline data for the development of more effective, region-
specific management strategies. Further research with larger sample sizes is essential to confirm
these preliminary observations.

Acknowledgements: This work was supported by the project “MITE- Varroa e virus transmitidos:
Monltorizagdo de muTagdes e dEsenvolvimento de ferramentas moleculares inovadoras’funded by National
Beekeeping Programme 2023-2027. FCT/MCTES (PIDDAC): CIMO, UIDB/00690/2020 (DO!:
10.54499/UIDB/00690/2020) and UIDP/00690/2020 (DOI: 10.54499/UIDP/00690/2020); and SusTEC,
LA/P/0007/2020 (DO!: 10.54499/L A/P/0007/2020).
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Distribution of Alleles Linked to Pyrethroid and Amitraz Resistance in Varroa destructor across Portugal

® Maira Costa', Carlos Ariel Yadrd Gareia', Ana R. Lopes', Andreia Quaresma®, Claddia Rodrigues®, M. Alice Pinto"?, Dora Henriques'?
. 'CIMO, LA SusTEC, Tnstituto Politéenico de Braganga, Campus de Santa Apolénia, 5300-233 Braganga, Portugal.
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RESULTS AND DISCUSSION
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Development of LAMP Primers for the Detection of

Pyrethroid Resistance Mutations in Varroa destructor
Maira Costa® Carlos A. Yadré?, Ana R. Lopes?, Mohamed Khalil
Bejaoui?, Jhennifer Almeida?, Lucas Barbosa Correia?, Sara
Sénchez?!, Fernanda Li*, M. Alice Pinto?, Dora Henriques!

1CIMO, LA SusTEC, Instituto Politécnico de Braganga, Campus de Santa Apolonia, 5300-253 Braganca, Portugal.

E-mail: fernandali@ipb.pt

Varroa destructoris one of the main threats to Apis mellifera L., directly affecting
colony health and contributing to their global decline. Control of this mite is
traditionally achieved using acaricides, with pyrethroids such as tau-fluvalinate and
flumethrin being the most used, acting on voltage-gated sodium channels (VGSC).
However, the intensive use of these compounds by beekeepers has led to the
emergence of resistance, associated with mutations at residues 918 and 925 of the
VGSC gene [1]. Traditional methods for detecting these mutations, such as PCR,
TagMan and RT-PCR, are effective but require expensive laboratory equipment. In
this context, Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) is a promising
alternative, offering rapid and cost-effective detection without the need for thermal
cycling [2]. LAMP is based on the use of a set of four to six primers, including two
inner primers (FIP and BIP), two outer primers (F3 and B3), and optionally two loop
primers (LoopF and LoopB), which are introduced to accelerate the amplification
reaction [3]. This study aimed to develop specific LAMP primers, using the NEB
LAMP software, for the detection of the main mutations associated with Varroa
destructor resistance to pyrethroids in Portugal. The predictive efficiency,
specificity, and thermodynamic properties of the designed primers were assessed
using BLAST, eLAMP, and OligoAnalyzer tools, considering gPCR parameters. This
work successfully identified specific primer sets, including loop primers, for the
detection of the mutation at position 925, which may be used in future
experimental validations for rapid diagnostic applications.
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INTRODUCTION

Varroa destructor is a major threat to Apis mellifera, contributing to colony losses worldwide. Resistance to pyrethroid acaricides has emerged due to mutations in

the VGSC gene, particularly at position 918 and 925. Traditional methods to detect these mutations are effective but require expensive equipment. Loop-mediated

Isothermal Amplification (LAMP) is a rapid, low-cost alternative that operates without thermal cycling and uses a specific set of primers.

OBIJECTIVE
Development specific LAMP primers, using the NEB LAMP Primer Design Tool (New England Biolabs) and LAMP DESIGNER 1.16 (Premier Biosoft), for the

detection of the main mutations associated with Varroa destructor resistance to pyrethroids in Portugal.

METHODOLOGY
1) ALIGNMENT 2) PRIMERS DESIGN 3) PARAMETERS AND SPECIFICITY

INTEGRATED CNA TECHNOLOGES

NEB" LAMP

Primer Design Tool

version 1.42

LAMP Designer 1.16

Position [Bind to conserved DNA regiors |zvoid polymorpaisms)
% T SR b e e T Tt sagierice IengtRE Length 11824 uceotides fat) fur woer primers: 40-45 L or innur primes
Ailanmentof th 5 (WT) sequence Tm 6965 "C (ianer prime-sy; similar “m acrass 2ll primers
8! vp ensure that primers would not anneal within the polymorphic |GC Content |0-£0% for stable bir dng
with sequences obtained from DNA extraction 3 o 3 ¢ taTie oGl
9 region. The goal was to position the mutation near the 3' end of Ppacifichy AR o taveey M lion
and Sanger sequencing, aiming to identify . . = _— Loop Primers  |Optiaral; Spesd up amplficatinn hy farring Ions
internal primers to prevent nonspecific amplifications.
po|vm0rphic régiOnS in Varroa. | Structure Check  [Ii'n mize sef-dimer, zross-cimers, ard hairpins.
RESULTS (O \ e/
NEB LAMP PRIMER DESIGN TOOL N N~ LAMP DESIGNER 1.16 (PREMIER BIOSOFT)
EIP (F2)
F3 1 ABACGCATTA ACTAAAGCAA TAAGTAAAAA T{TATGAATCG TTTCTGCGTG) TGTAEGTTAC AGTTGAGAGT CTTQHAACTA] 8@
1 TAAMAATTAT GAATCGTTTC TGCGTGTGTA CGTTACAGTT GAGAGTCT C AACGTTGAAT 80 arsaamases ansesessss srses aaaes aannniares PTTTTTTTT. AREERRRRAR SRARSRAREE SARRAAAERE
F BIP (Bic)
FIP (F2 FIP (Fic BIP {Bic] - A ? .
o T e o T e e co - G st swcrcrs mfITHG Theouer ST e
sis o5 918 925
8IP (B1c] = i BIP (82) B3
161 IG AC 239 161 GTTGGGAATT ATCRTCTTCA TTTTCGCAST TATGGGCATG CAACTTITCG GCAAQRACTA TCTCGACAAC AAGTQTTTGT 240

F3 19 47.4 50.1 5.28 3065 02

B3 18 50 619 541 30.14 -2.13 537
FIP {Fic+F2} [aa 50 76 212 3141|529 176 153ph 156 pb
(8B1c ) (45 140 75.4 237 37.59 -4.93 52.5
3 = & T I
3 23 478 57 = 3195 [135 |48 = L. s liss L8 = 2
i Jeos  ler  |ws o A s
F2 20 < 0. 9 C 2
PRIMERS FIP: MANUAL ADJUSTMENT S0 & b :
Flc 21 £2.3 63.7 182.1 0 ¢ 3
B2 18 44 60.5 |5-.4 0 2.2 &
Bzt 18 556 G4 528 0 22 3

Group 1 contains mutations positioned in more critical regions, such as F2, which may enhance specificity for variant detection despite suboptimal primer
parameters. In contrast, Group 2 exhibits better design characteristics but targets mutations in less sensitive regions (Flc/Blc), potentially reducing specificity.
Experimental validation is essential to confirm the performance of both groups.

Nevertheless, LAMP Designer proved to be a more complete tool, as it includes BLAST within its interface and provides all the essential information needed for

proper primer design. In contrast, the NEB LAMP tool required the use of additional software to analyze key parameters and reach a more conclusive evaluation.
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