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RESUMO

No presente estudo investigou-se o comportamento higiénico de colénias de
abelhas meliferas portuguesas através do teste de morte da criagdo de obreira por
congelagdo e de varios métodos de infestacdo de alvéolos de criacdo de obreira com o
acaro V. destructor. Avaliou-se também o nivel de expressio do comportamento
higiénico manifestado por grupos de colonias higiénicas e ndo higiénicas, por ano e
entre anos. Além disso, analisou-se quer o efeito da aplicagdo conjunta dos varios
métodos de infestagdo, quer a relacdo entre o nivel de comportamento higiénico
manifestado nesses grupos e a respectiva resposta perante varios métodos de infestacio
aplicados de forma independente.

O teste da morte da criagdo por congelacdo mostrou-se eficaz na avaliagdo do
comportamento higiénico em coldnias existentes no Nordeste de Portugal, que
manifestam, as 24 horas, uma elevada capacidade de resposta. Todavia, as colonias
(higiénicas e ndo higiénicas) ndo mantiveram o mesmo padrdo comportamental durante
os trés anos de estudo.

As colonias conseguiram detectar a presenca de criagdo infestada quer com acaros
mortos (independentemente do processo de morte testado), quer com acaros vivos. A
aplicagdo de varios métodos de infestagdo em simultdneo na mesma colonia interferiu
no nivel de resposta.

A infestagdo artificial de alvéolos de criagdo operculada de obreira com V.
destructor vivas foi a que provocou uma maior reac¢do das obreiras em cada um dos
dois grupos de colonias (higiénicas e nao higiénicas).

A infestagdo artificial com V. destructor mortas naturalmente revelou-se mais
favoravel comparativamente a infestacdo artificial com V. destructor mortas por
congelagdo.

O nivel de expressdo dos comportamentos manifestados pelas obreiras, relativos a
cria¢do infestada, pode ser influenciado pela estagdo do ano.

Aparentemente nao existiu uma relagdo entre o comportamento higiénico avaliado
através do teste de morte da criagdo por congelacdo e o comportamento de remocgao de
cria¢do e parasitas do interior dos alvéolos operculados de obreira.

Palavras-chave: V. destructor, varroose, comportamento, Portugal
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ABSTRACT

Levels of hygienic behaviour were investigated on Portuguese honey bee
colonies, via a freeze-killed brood assay based on time bees required to detect, uncap
and remove a comb section containing freeze-killed worker pupae. Several methods of
brood cells artificially infested with V. destructor were also tested for their ability to
induce bee removal of mite-infested pupae.

Levels of hygienic behaviour shown by hygienic and non-hygienic colonies were
evaluated and compared within and between years. The effect of simultaneously
applying several methods of artificial brood cell infestation into single colonies was
assessed. Furthermore, the association between colonies’ hygienic behaviour status and
the artificial infestation methods (applied into different colony groups) was also studied.

The freeze-killed brood assay proved an efficient test for evaluating hygienic
behaviour of honey bee colonies from Northeast Portugal, although hygienic and non-
hygienic groups of colonies did not keep similar hygienic behaviour degrees throughout
the experimental period (3 years).

Honey bee colonies clearly detected artificially infested brood cells with both
dead and alive V. destructor. The simultaneous use of several infestation methods in
single colonies interfered in their levels of hygienic behaviour.

Worker brood cells artificially infested with live V. destructor induced stronger
colony reactions on both hygienic and non-hygienic colony groups. Also, worker brood
cells artificially infested with naturally dead mites encouraged higher levels of cleaning
behaviour than worker brood cells infested with frozen dead mites.

The expression of cleaning behaviour towards V. destructor infested brood cells
seems to be season dependent.

No relationship was found between degrees of hygienic behaviour (as assessed via
the freeze-killed brood assay) and levels of brood removal from V. destructor artificially
infested cells.

Key-words: V. destructor, varroatosis, hygienic behaviour, Portugal.
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Capitulo 1

Introducao Geral

A apicultura ¢ uma actividade relevante na economia mundial e nacional. Este
facto deve-se a funcdo de poliniza¢do das abelhas meliferas e ao valor dos produtos e
sub-produtos resultantes desta actividade. Segundo Spivak e Reuter (2005) estima-se
que um ter¢o da dieta alimentar humana esteja relacionada, directa ou indirectamente,
com a fung¢do polinizadora dos insectos. Actualmente, a abelha melifera (4pis mellifera
L.) ¢ considerada como o insecto polinizador mais importante, a nivel mundial, na
polinizagdo de frutos, de plantas cultivadas, jardins e flores selvagens (Spivak e Reuter,
2005), representando uma percentagem que pode variar entre 60 a 95% de todos os
polinizadores existentes nas regides de clima temperado (Zaragoza, 2001a). A
polinizagdo tem um efeito positivo em muitas culturas agricolas (Corbet, 2003),
calculando-se que a abelha melifera, pode possivelmente, efectuar 80% da polinizagdo
entomofila (Ortega-Sada, 1987; Zaragoza, 2001a). Os beneficios desta polinizacao
manifestam-se no acréscimo de producao (quantidade de frutos) e/ou na melhoria da sua
qualidade (tamanho e sabor dos frutos) e/ou ainda, no aumento da precocidade e

uniformidade de culturas como a colza e o girassol (Ortega-Sada, 1987; Corbet, 2003).
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Este efeito ¢ tanto mais importante quanto, nas tltimas décadas, devido a destruicao do
habitat e ao aumento da utilizagdo de pesticidas (resultantes da intensificacao
frequentemente desregulada da agricultura) se tem registado a diminui¢ao significativa
da quantidade e da diversidade de espécies de abelhas selvagens e de outros insectos
benéficos. E cada vez maior a dependéncia da polinizagdo dirigida, em varios paises
como, por exemplo no Reino Unido (Denholm, 1999).

Paralelamente, as abelhas meliferas também tém uma importante fung¢do na
manutengdo da biodiversidade através da polinizagdo das flores silvestres que, por sua
vez, proporcionam uma fonte alimentar para vdarias espécies de aves e pequenos
mamiferos (Williams e Carreck, 1994, citado por Denholm, 1999). No entanto, deve
também salientar-se a existencia de alguns casos, em que o efeito da polinizagdo por
abelhas meliferas ¢ praticamente nulo. Um destes casos ¢ a producdo de sementes
(Calatayud e Zaragoza, 2001). Noutros casos, a polinizacdo parece ter um efeito
negativo. A titulo exemplificativo, poder-se-a referir o caso concreto do cultivo de
certas variedades de citrinos na Comunidade Espanhola de Valéncia. Neste caso, o
Governo Valenciano tomou algumas medidas mediante a publicacdo de alguns decretos
(como o Decreto 33/2000, de 28 de Margo e o Decreto 37/2001, de 13 de Fevereiro) que
proibiam a instalacdo de colmeias, a menos de 5 Km das plantagdes de citrinos em
floragdo. Estas medidas visavam limitar a polinizagdo cruzada entre plantagdes e
variedades de citrinos, conducente a presenca de sementes nos frutos, que se repercute
negativamente no valor comercial desses frutos (Pajuelo, 2000; Calatayud e Zaragoza,
2001; Zaragoza, 2001a, b, 2003).

O valor comercial dos produtos e subprodutos da “colmeia” origina beneficios
econdmicos relevantes e directamente derivados da propria exploragdo apicola.

Actualmente, estima-se em 26 000 o nimero total de apicultores portugueses, dos
quais 1800 sdo apicultores profissionais. Segundo a Federacdo Nacional de Apicultores
FNAP (2004) estes possuem 632 500 e 345 000 colmeias, respectivamente. Ainda
segundo a mesma fonte, a produ¢do total de mel no mesmo triénio (2001/2003) foi
aproximadamente de 12 mil toneladas, cujo valor, calculado a precos praticados em
2003 (2,5 € por kilograma), ¢ de 30 milhdes de Euros. Estes valores econémicos, aos
quais devem ainda ser adicionados os valores dos restantes sub-produtos da exploracao

apicola (cera, enxames, colmeias e outros materiais apicolas) revelam o contributo desta
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actividade para o desenvolvimento agrario e rural, seja como actividade economica
exclusiva, seja como complemento econdémico de outras actividades.

Para além disto, Portugal dispde de nove Denominagdes de Origem Protegida
(DOP) relativas a méis (GPPAA, 2000). A criacdo destas DOP visou a aposta na
produgdo de méis de qualidade, o que lhes permite serem reconhecidos e valorizados
pelos consumidores, aumentando a sua competitividade no mercado. Por outro lado, a
produ¢do DOP também estd sujeita a maior rigor do ponto de vista da seguranca
alimentar do produto, designadamente a auséncia de residuos quimicos oriundo dos
tratamentos apicolas.

O principal problema associado & pratica da apicultura esta actualmente associado
a varroose. Esta ectoparasitose, causada pelo acaro Varroa destructor Anderson e
Trueman, 2000, surge como a principal responsavel pela debilitacdo e/ou perda de
muitas colonias meliferas a nivel nacional e mundial.

Compreende-se assim o enorme esforco de investigagdo e desenvolvimento
experimental que tem vindo a ser realizado no sentido de facilitar a sobrevivéncia da

apicultura com esta parasitose.

1.1. Objectivos

E também neste dominio que se deverad entender este trabalho. Um modesto
contributo para o estudo do comportamento higiénico e do seu possivel impacto sobre o
nivel de tolerancia a varroose em colonias de abelhas meliferas nativas em Portugal.

Este objectivo geral subdividiu-se em dois campos de investigacao principais:

(1) Examinar colonias de abelhas meliferas portuguesas, sem prévia seleccao
genética, de forma a avaliar a sua resposta higiénica, em fun¢do da evolugdo do nivel de
comportamento higiénico entre estagdes do ano e entre anos. A avaliacdo deste
comportamento foi efectuada através de um teste baseado na remog¢do de criagdo de
obreira morta por congelacdo, que permitiu classificar as colonias em fun¢do do seu
nivel de higiéne (colonias higiénicas e ndo higiénicas). Trata-se de uma metodologia de
campo, de facil implementagdo, de reduzidos custos e passivel de ser utilizada ao nivel
da exploracdo apicola pelos proprios apicultores. Por isso, ¢ apontada como uma das

metodologias mais promissoras na identificagdo (a larga escala) e selec¢dao de colonias
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mais higiénicas e, como tal, importa desenvolver estudos sobre a sua aplicabilidade aos

sistemas de produg¢do apicolas portugueses.

(2) Investigar a utilizacdo de distintos métodos de infestagao artificial de alvéolos
de criacdo operculada de obreira com o acaro V. destructor, como forma de avaliar se as
colonias de abelhas meliferas portuguesas manifestam também o comportamento
higiénico ao nivel da detec¢do e remocdo da criacdo infestada. Paralelamente,
identificar o método de infestacdo em fungdo da sua efectividade nos diferentes estudos,
de forma a comparar as relagdes entre a resposta comportamental das colonias
higiénicas e ndo higiénicas a introdug@o de parasitas nos alvéolos de cria¢do de obreiras.

A utilizagdo destas metodologias encontra aplicabilidade no desenvolvimento de
um método de testagem de coldnias em larga escala, que permita implementar, a
posteriori, um programa de seleccdo visando o melhoramento genético do
comportamento higiénico das colonias como um mecanismo de maior tolerancia as

patologias apicolas.

1.2. Organizacio

O estudo da “habilidade” das obreiras para detectar e remover criacdo de obreira
morta ou infestada com varroa tem-se baseado na utilizacdo de vérias metodologias. As
mais utilizadas tém sido os testes baseados na morte da criagdo por congelacdo e/ou na
infestagdo artificial de alvéolos de criagdo com acaros V. destructor (vivos ou mortos).

Neste trabalho, o Capitulo 1 ¢ reservado a introducao geral da investigacdo, no
qual figuram os objectivos e a justificacdo da relevancia da mesma.

No Capitulo 2 sdo abordados os principais aspectos relacionados com a espécie
de abelhas meliferas na Europa. Por outro lado, descreve-se também as principais
caracteristicas do parasita V. destructor “responsavel” pela varroose, patologia apicola
de maior incidéncia em Portugal, salientando as suas inter-relagdes com o seu
hospedeiro. De forma um pouco mais pormenorizada referimos os aspectos
comportamentais e genéticos inerentes a esta espécie de abelhas, que lhes permite
melhor defender-se naturalmente desta patologia. Estes aspectos, associados a diferentes
metodologias permitem avaliar alguns dos factores que contribuem para a obten¢do de

coldonias de abelhas tolerantes a esta patologia. Consequentemente no Capitulo 3, sio

4
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examinadas diferentes coldnias para quantificar a sua resposta higiénica relativamente a
utilizagdo de um teste baseado na morte da criagdo por congelacdo, nos distintos
periodos de observagdo e nas distintas estagdes do ano. A aplicacdo desta metodologia,
permitiu identificar e agrupar as colonias por nivel de higiene (colonias higiénicas e ndo
higiénicas) (Estudol). Foram também analisadas as inter-relacdes entre a remogdo
média da criagdo morta, por nivel de higiene, entre estagdes do ano, por ano e entre anos
(Estudo 2). A possibilidade de avaliar factores de tolerancia do hospedeiro, como o
comportamento higiénico, pode ser promissor para instigar a diminui¢do populacional
dos acaros em colonias pré-identificadas. Na sua utilizagdo em populagdes nacionais, a
implementagdo de metodologias de parasitagdo de alvéolos operculados de criagdo de
obreiras com o acaro V. destructor, permitem estimar a capacidade de tolerancia destas
populagdes para colmatar as necessidades anteriormente identificadas do abrandamento
populacional destes parasitas.

No Capitulo 4 procede-se a implementacdo e avaliagdo de distintos métodos de
infestagdo para investigar as estratégias comportamentais de coldnias de abelhas
meliferas de origem portuguesa, acasaladas naturalmente. Adicionalmente pesquisar
também, o efeito que a aplicacdo dessas metodologias em distintas situagdes (de forma
individual e/ou conjunta, por colonia) pode causar ao nivel da resposta higiénica destas
populagdes.

No Capitulo 5 procede-se ao estudo da relacdo entre a resposta comportamental
das coldnias agrupadas por niveis de higiene (Capitulo 3) e o seu nivel de expressdo
apos a aplicacdo individual por coldnia dos varios métodos de infestagdo artificial de
alvéolos de criacao operculada de obreira com V.destructor.

Por ultimo, no Capitulo 6 apresentam-se as conclusdes gerais. Entende-se que os,
resultados confirmam a aplicabilidade do método de campo baseado na remocgdo de
criacdo de obreira morta por congelacdo, na avaliagdo do comportamento higiénico.
Contudo, a aplicabilidade dos métodos de infestagdo artificial de colonias com éacaros V.
destructor pde em evidencia o caracter multifactorial da tolerancia a varroose, bem
como, a dificuldade e morosidade da execugdo destas metodologias. Demonstra também
a necessidade de dar continuidade aos estudos de investigacdo nesta area, no sentido de
melhor controlar as variaveis que contribuem para a tolerancia a varroa e para a criagao
de metodologias de testagem cuja transferéncia para os sistemas apicolas de producao

seja exequivel.
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1.3. Caracterizaciao da area de estudo

1.3.1. Localizacao

Este trabalho foi desenvolvido no apidrio da Escola Superior Agréria de Braganga

(ESAB), situada na Regido de Tras-os-Montes e localizada no Nordeste de Portugal

(41° 49°N e 6° 40°W), encontrando-se, aproximadamente, a 720 m de altitude sobre o

nivel do mar (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Localizagio da érea de estudo (Adaptado de: http://portugal.veraki.pt)5% localizagdo do

apiario da ESAB.

1.3.2. Geomorfologia, clima e tipo de vegetacio

Segundo Gongalves (1990) em Tras-os-Montes distinguem-se dois territorios

homogeneos

do ponto de vista macro-climatico,

geomorfolégico e agrario,

nomeadamente a “Terra Fria” ¢ a “Terra Quente”. Atendendo a localizagdo da area de

estudo (“Terra Fria”) ndo se caracterizara neste trabalho a “Terra Quente”.

A “Terra Fria”, pertencente a Zona de Montanha, caracteriza-se por uma paisagem

tipica cujos principais componentes do seu estrato vegetativo sdo os bosques de
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carvalhais, os prados (terras com pastagens permanentes, designadas por “lameiros”) e,
nas elevagdes, os baldios (terras de exploragdo comunitaria) e os soutos de castanheiros.
O Nordeste transmontano enquadra-se na zona agricola da “Terra Fria” Transmontana,
coincidindo em grande parte com os concelhos de Braganca e Vinhais.

A edafologia desta regido, revela uma predominancia de solos incipientes e
argilosos, pouco saturados (anteriormente denominados por solos mediterraneos). A
unidade pedoldégica mais representativa da regido de Braganga sdo os leptossolos
(Agroconsultores e Coba, 1991).

Do ponto de vista climatico, esta regido apresenta caracteristicas que a situam
numa zona de transicdo da influéncia Atlantica para a Continental. Neste caso, o
Nordeste transmontano (Braganga), embora de clima mediterranico, tem influéncia do
regime atlantico, cuja importancia se repercute, ao nivel climatico, condicionando a
distribuicdo da precipitagao (fisiografia) (Gongalves, 1985).

A caracterizagdo climatica baseou-se nos valores registados na estagdo
climatologica de Bragancga, relativas ao trinténio de 1951-80 (INMG, 1991) (Quadro
1.1). Esta estagdo, inclusivamente pela proximidade fisica do apidrio, apresenta

condi¢des climaticas semelhantes a area de estudo.

Quadro 1.1 — Caracteristicas climéaticas da estagdo climatoldgica de Braganca, durante o periodo de 1951
a 1980 (INMG, 1991).

Parametros Valores
Temperatura média anual 11,9°C
Temperatura média do més mais quente 20,7°C
Temperatura média do més mais frio 4,5°C
Precipitagao média anual 741,1 mm
Humidade relativa média anual as 6 h 84 %
Humidade relativa média anual as 12 h 62 %
Humidade relativa média anual as 18 h 60 %
Direcgdes predominantes do vento W
Insolagao média anual 58 %
Numero de dias com geada (média anual) 63,2
Numero de dias com neve (média anual) 10
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Em Braganca, a temperatura e a precipitagdo média anual registada, nesse periodo
foi de 11,9°C e 741,1 mm, respectivamente. Ainda que, possam ser encontradas
diferengas regionais relativamente a quantidade de precipitacdo e a maior ou menor
duragdo da estacdo estival, esta concentrou-se nos meses mais frios, sendo comum a sua
quase inexisténcia na estagdo seca (Gongalves, 1991). Na estacdo estival, a temperatura
média no més mais quente foi de 20,7°C (Julho) e, na estagdo invernal, foi de 4,5°C
(Julho). A amplitude térmica anual foi de 16,2°C (INMG, 1991).

Normalmente, nas zonas de maior altitude os dias de neve oscilam entre os 40 a
50 e, nas restantes zonas, entre os 10 a 20. Aém disso, a humidade relativa média anual
oscila entre os 60 e os 80% (Gongalves, 1991; INMG, 1991).

De acordo com Aguiar (2002) sob as condigdes climaticas que prevalecem na area
de estudo e, descritas nos paragrafos anteriores, a Vegetacdo Natural Potencial ¢ do tipo
florestal e dominada pelo Quercus pyrenaica [carvalho-negral]. Acompanham esta
espécie arborea um extenso cortejo de espécies arbustivas e herbaceas entre as quais se
citam, pela sua frequéncia, Genista falcata e a Arenaria montana. O uso agricola e
pastoril secular do territorio reduziu os bosques primitivos de Quercus pyrenaica a
pequenas manchas submetidas a cortes ciclicos para a producdo de lenha. Deste modo, a
paisagem vegetal actual é dominada por etapas sucessionais regressivas do tipo
arbustivo ou herbéaceo. Os tipos de vegetagdo arbustiva mais frequentes na area de
estudo sdo os giestais, 0s estevais e os urzais. Os giestais sao comunidades arbustivas de
grande biomassa e altura — ultrapassam com facilidade os 2 m de altura — dominados
por Pteridium aquilinium, Erica arborea [urze-branca] e leguminosas da tribo das
Genisteas [Cytisus spp.]. Estes matos ocupam solos relativamente profundos e com
frequéncia orlam bosques ou colonizam solos abandonados pela agricultura. Os estevais
e os urzais ocupam solos mais delgados sendo os estevais mais termofilos que os urzais.
Nos estevais dominam espécies da familia das cistaceas (e.g. Cistus ladanifer [esteva-
ordinaria]) e das labiadas (e.g. Lavandula pedunculata subsp. sampaiana [arca] e
Thymus mastichina [tomilho]). As espécies arbustivas mais frequentes no urzais sdo a
Erica australis e Erica umbellata (familia das Ericaceas) [urzes], a Calluna vulgaris
(Ericaceas) o Peterospartum tridentatum (Leguminosas) [carqueja] e o Halimum
alyssoides (Cistaceas) [sargaco]. Nos solos hidricamente compensados desenvolve-se
um tipo particular de vegetacao arbustiva dominado por plantas espinhosas da familia

das rosaceas (Rosa spp., Rubus spp., Prunus spp., etc.) A vegetacdo herbacea tem por
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habitat as clareiras da vegetagdo arbustiva, os solos agricolas recentemente abandonados
e os fundos de vale (lameiros). A flora herbacea da regido ¢ extraordinariamente diversa
(e.g. Trifolium spp., Ornithopus spp., Anthyllis spp., etc.).

Desta forma, ao nivel dos estratos arbustivos e herbaceos, encontram-se as
espécies botanicas de maior interesse apicola, cuja floragdo principal ocorre de Margo a
Junho, e permite a entrada dos principais recursos alimentares (fluxos de néctar e pdlen)
responsaveis, em grande parte, pela evolugdo da postura, variagdo de peso das colonias
e, consequentemente, pela sua produtividade.

A curva de postura das coldnias desta regido caracteriza-se, normalmente, por um
crescimento primaveril gradual. Normalmente, os picos de postura poderdo ocorrer no
perido de Abril a Maio, coincidindo com a época de enxameacdo. Esta curva apresenta
um ligeiro decréscimo no inicio do Verdo, mas a postura mantém-se a um nivel médio
até praticamente ao meio da estagdo estival, associada a floragdo de espécies do estrato
arboreo (soutos de castanheiros, amieiros, carrasco) e algumas culturas agricolas (horto-
fruticolas). A partir do meio da estacdo estival, a postura decresce rapidamente até ao
inicio do Outono, ocorrendo neste periodo a sua paragem invernal. O inicio de uma
nova fase de crescimento populacional pode ocorrer ainda nos meses de inverno (fins de
Fevereiro ou inicio de Margo) ou no inicio da Primavera. Nesta regido, em média, o

rendimento médio em mel ¢ de 20 kg de por coldnia.
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Capitulo 2

Importancia do comportamento higiénico das abelhas

Apis mellifera L. no controlo da varroose

Neste capitulo abordaremos sucessivamente: a biologia da abelha melifera
ocidental, que se inclui na espécie 4. mellifera L. (Hymenoptera: Apidae); as patologias
apicolas provocadas por acaros, com especial énfase na biologia, distribui¢do e
incidéncia do acaro ectoparasita V. destructor (Acari: Varroidae), agente responsavel
pela varroose; e, por fim, o comportamento higiénico de colonias de abelhas meliferas e
a sua tolerancia a varroose. O objectivo principal ¢ o de revelar aspectos da vida do
hospedeiro e do parasita e, sobretudo, as relagdes existentes entre si, como elemento

essencial ao estudo e compreensao do comportamento higiénico das abelhas.

2.1. A abelha melifera europeia, A. mellifera L.

O género Apis engloba varias espécies de abelhas sociais productoras de mel que
pertencem a familia Apidae, subfamilia Apinae, e caracterizam-se por apresentarem um
elaborado comportamento social e por possuirem 6rgaos especiais para a recolha do

polen (Winston, 1987; Ruttner, 1988; Jean-Prost, 1989). A origem, a evolugdo e a
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taxonomia das abelhas meliferas t€ém sido tema de investiga¢ao desde ha longo tempo.
Particularmente, tém sido efectuados varios estudos no sentido de clarificar a filogenia
dentro do género Apis. De acordo com Winston (1987), este género inclui cinco
espécies de abelhas meliferas: a abelha comum (A. mellifera), as abelhas gigantes (4.
dorsata e A. laboriosa), a abelha indiana (4. cerana) e a abelha and (A4. florea). No
entanto, Ruttner (1988) considera nao existirem dados suficientes para reconhecer a
abelha A4. laboriosa como uma quinta espécie, embora exista essa possibilidade.

Entre os apicultores Portugueses, a designacdo mais comum para a abelha local
(isto ¢, “nativas” da Peninsula Ibérica), ¢ a de abelha negra ou abelha local. No seio da
comunidade cientifica sao actualmente designadas como pertencentes a raca geografica
A. mellifera iberiensis Engel, 1999 [anteriormente denominada por A. m. iberica
Goetze, 1964 (Ruttner, 1973, 1975; Santiago et al., 1986; Graga, 1996)]. O estudo mais
aprofundado de que temos conhecimento sobre a caracterizagdo da estrutura genética
das populagdes nativas de abelhas meliferas em Portugal deve-se a Graga (1996). Neste
foram analisados 25 caracteres de forma a identificar a subespécie de abelha
tradicionalmente utilizada no Sul de Portugal, tendo chegado a trés hipoteses plausiveis
para entender correctamente a verdadeira natureza genética das abelhas locais,
designadamente: (1) considerando que as populagdes de A. m. iberiensis sio uma
subespécie distinta de A. m. mellifera, entao as abelhas locais do Sul de Portugal
parecem manifestar alguma hibridagao entre A. m. mellifera e A. m. iberiensis; (2) estas
abelhas locais manifestam, aparentemente, algum grau de modulagdo ambiental se se
considerar que a A. m. iberiensis nao ¢ uma subespécie distinta de 4. m. mellifera; e (3)
estas abelhas locais poderao ainda pertencer a uma zona de hibridagdo especifica entre
linhas de abelhas africanas e europeias (Europa Ocidental). Este estudo ¢ corroborado,
de certa forma, por trabalhos posteriores realizados por De La Rua et al. (1998, 1999,
2001), os quais, resumidamente, referem que a Peninsula Ibérica, juntamente com as
Ilhas Baleares e Canarias sao, provavelmente, os lugares da Europa com maior
diversidade de patriménios genéticos. Entre as diversas racas europeias a
heterogeneidade racial da abelha ibérica notabiliza-se por reunir genes, tanto de origem
do Norte de Africa (4. m. intermissa), como da Europa ocidental (4. m. mellifera) (De
La Rua et al., 2001). Assim, neste estudo as colonias de abelhas meliferas nativas em

Portugal serao referidas como 4. mellifera, senso lato.
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2.1.1. Colonias da abelha melifera europeia, A. mellifera L.

As abelhas meliferas sdo insectos sociais que vivem em coldnias. Cada colonia é
constituida por duas castas de fémeas e pelos machos: uma Unica rainha (fémea fértil);
varios milhares de obreiras (cujo numero pode ser superior a 50 000; Figura 2.1.) por
coldnia; por um nimero variavel de elementos na fase de criacdo (ovos, larvas e pupas);
e algumas, poucas, centenas de zangdos (machos) na época de reproducdo (Winston,
1987 e Sammataro et al., 2000). Uma representacdo estilizada dos varios tipos de

individuos que poderao ser encontrados numa colonia (Figura 2.2.).

Figura 2.1. Obreira adulta de uma colonia de abelhas meliferas portuguesas.

Obreira Rainha | Zangao
Fonte: http://www.worldbook.com

Figura 2.2. As trés castas existentes numa colonia de abelhas meliferas.
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A principal caracteristica dos insectos sociais € a divisao de trabalho inerente a
cada coldnia, pelo que a sua organizacao social e a atribuicao de tarefas sdo importantes
temas dos estudos comportamentais dos insectos sociais (Winston, 1987).

Os insectos sociais tém como principal caracteristica o facto de as obreiras
executarem, individualmente, actos comportamentais de uma forma repetitiva e nao
casual (Gordon, 1996; Arathi et al., 2000; Arathi e Spivak, 2001). A organizacao social
existe a dois niveis: o nivel individual, no qual a obreira executa uma grande variedade
de actividades; e o nivel da coldnia (sociedade), caracterizado por complexas
interaccgoes entre os seus membros (Calderone e Page, 1991). O perfil comportamental
das obreiras numa colénia ¢ determinado pelas suas actividades colectivas,
considerando as frequéncias relativas com que executam as diferentes tarefas e a
organizagdo social no interior da qual estas tarefas sao executadas (Arathi et al., 2000;
Arathi e Spivak, 2001).

Estudos sobre a divisdo de trabalho em colonias de abelhas A. mellifera
demonstraram que as varias tarefas a executar no interior e no exterior da coldnia sao
geralmente dirigidas pelas obreiras e variam em fungdo da sua idade ’polietismo”,
conduzindo desta forma a uma especializagdo das actividades entre obreiras (Winston,
1987; Calderone e Page, 1988; Seeley, 1995; Calderone, 1998). O “polietismo” em
colonias de insectos sociais ¢ um sistema altamente flexivel, permitindo as obreiras
responderem constantemente a alteragdes ambientais, determinadas por factores
internos e/ou externos (Moritz ¢ Southwick, 1992; Robinson, 1992). Existem varios
factores que influenciam esta flexibilidade, incluindo, entre outros, alteragdes dos niveis
hormonais das obreiras e a sua variabilidade genética na execu¢do de dada tarefa
(Calderone e Page, 1991; Calderone e Page, 1992; Calderone, 1998). Mesmo entre
obreiras de idades semelhantes, a especializacdo para determinada actividade pode
ocorrer (Visscher, 1983, citado por Arathi et al., 2000).

Segundo Wilson (1985) existem tarefas gerais associadas a distribuicao de idades
das obreiras que envolvem varias fungdes comportamentais distintas. Assim, as jovens
obreiras de 2 a 11 dias de idade, confinadas a area do ninho, demonstram uma forte
probabilidade para a execucdo de multiplas fungdes. Estas fungdes incluem a

alimentacdo da criacdo, a limpeza e o polimento dos alvéolos, a construcao dos favos, a
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operculagdo da criacdo e corte a rainha (Winston, 1987). Entre os 11 e os 20 dias de
idade, o procedimento habitual ¢ receber e armazenar o néctar, acondicionar o podlen,
remover restos e/ou detritos (incluindo abelhas mortas), etc. Apos os 20 dias de idade,
ainda que responsaveis pela ventilagdo da colonia, iniciam fung¢des no exterior da
colmeia (tornam-se guardas e forrageiras) (Winston, 1987).

Uma outra particularidade relativa as obreiras ¢ a sua capacidade de produzir
descendentes (zangdos) por partenogénese (ou seja, sem a intervencao do gameta
masculino). Tipicamente, as obreiras poedeiras surgem sempre que uma colonia fica
orfa (algumas obreiras activam os seus ovarios € podem efectuar a postura de um
consideravel nimeros de 6vulos) e ndo tem possibilidade de criar uma nova rainha
(Page e Erickson, 1988). Embora a colonia acabe por morrer, a estratégia reprodutiva
das obreiras poedeiras ¢ significativa do ponto de vista adaptativo. Na realidade, estes
descendentes poderdo eventualmente, transmitir genes para a proéxima geragdo, [se
encontrarem rainhas virgens e se conseguirem com elas acasalar Moritz ¢ Southwick,
(1992)].

A vida da colonia ¢ regulada por uma grande quantidade de feromonas emitidas,
principalmente, pela rainha. A rainha apenas deixa a colonia, para acasalar, quando
ocorre a enxameagdo, ou quando uma colénia abandona a colmeia. A sua principal
fungdo ¢ a postura dos ovos (Winston, 1987; Moritz e Southwick, 1992).

Normalmente, na regido em estudo, a rainha pode iniciar a postura a partir do més
de Fevereiro e a sua taxa de produgdo pode aumentar até ao fim da Primavera. Os picos
de postura geralmente ocorrem em plena Primavera e a partir da época estival, esta
comega a declinar até, aproximadamente, meados de Outubro, quando cessa totalmente.

Na Europa, geralmente os zangdos apenas estdo presentes nas coldnias na €época
reprodutiva (que corresponde ao periodo do ano compreendido entre a Primavera e o
fim do Verao). Estes ndo contribuem para a realiza¢ao das tarefas necessarias ao normal
funcionamento da colonia. Normalmente, sdo alimentados pelas obreiras, consomem o
alimento armazenado na coldnia e vivem na protec¢ao do ninho. Contudo, os machos
constituem uma importante componente na performance da colonia (Kraus et al., 2003).
A principal fungdo dos zangaos visa o acasalamento com as rainhas provenientes de

outras coldnias (Winston, 1987; Sammataro et al., 2000).
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Além destas particularidades, ¢ interessante realgar que as “relagdes de
parentesco” entre os membros de uma colonia sdo diferentes quando comparados com
outros animais de interesse zootécnico. Esta particularidade advém do sistema
reprodutivo e do tipo de estrutura social inerente ao género Apis. As abelhas meliferas
(A. mellifera) possuem um sistema reprodutivo que envolve, frequentemente, a
realizagdo de varios acasalamentos com diferentes zangaos, regra geral, num Unico voo
nupcial. A rainha normalmente acasala com mais de 10 zangdos. Existem situagdes
documentadas de véos nupciais que envolveram 10 a 17 (Adams et al., 1977) ou 10 a
28 (Neumann e Moritz, 2000) acasalamentos com diferentes zangaos.
Consequentemente, uma coldnia ¢ um grupo familiar complexo, melhor descrito como
uma superfamilia. Esta superfamilia ¢ igualmente constituida por 10 a 17 subfamilias de
obreiras (Laidlaw e Page, 1986; Winston, 1987; Moritz ¢ Southwick, 1992).

No que se refere as principais caracteristicas do acasalamento natural, podemos
afirmar que este ocorre no ar € em pleno voo (Koeniger et al., 1979), preferencialmente
acima dos 20 metros de altura, na denominada “zona de congregacao de zangdos”
(Moritz e Southwick, 1992). Esta area de acasalamento encontra-se a uma distancia
estimada entre 4 a 5 km do seu apidrio de origem, sendo necessarios mais de 10 minutos
de voo para a realizagdo desta actividade (Loper et al., 1987, 1988). Nao se sabe ainda
como ¢ que os zangdos determinam a localizagdo exacta desta area de agregagdao. No
entanto, como esta localizacdo se mantem constante ao longo de varios anos, somos
levado a pensar que as suas caracteristicas geograficas e geofisicas proporcionam os
sinais de orientacdo para os zangdos e rainhas (Loper et al., 1988). Os zangaos sdo
atraidos pelas rainhas apenas nesta area de acasalamento. No momento prévio ao
acasalamento, as rainhas sdao perseguidas em voo por um cometa de centenas de
zangaos, os quais morrem imediatamente apos o acasalamento (Moritz e Southwick,
1992). Devemos contudo salientar, o facto destas caracteristicas (sistema de
acasalamento e reproducao) dificultarem, de forma natural, o controlo parental.

O mecanismo de determinacdo sexual dos membros das coldnias de abelhas
meliferas ¢ baseado num sistema reprodutivo classificado como haplo-diploide, comum
a todos os insectos da ordem Hymenoptera (Crozier, 1977). Desta forma, este
mecanismo ¢ baseado numa estratégia reprodutiva associada, uma vez que,

adicionalmente & reproducao sexual que ocorre em colonias de abelhas meliferas ocorre
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também a partenogénese. Em condigdes normais, as fémeas (obreiras e rainha)
desenvolvem-se a partir de ovos fecundados conservando o nimero diploide (2n=32) de
cromossomas da espécie. Por sua vez, os machos, os zangaos, desenvolvem-se a partir
de ovulos ndo fecundados, possuindo apenas um numero hapldéide (n=16) de
cromossomas (Winston, 1987; Moritz e Southwick, 1992; Ayasse et al., 2001; Beye et
al., 2003). Também se podem desenvolver zangdos dipldides a partir de ovos
fecundados (quando ocorre homozigose ao nivel do gene sexual). Estes zangaos sdo
detectados pelas obreiras e canibalizados imediatamente apos a eclosdo do ovo (estado
larvar L1) (Adams et al., 1977; Moritz e Southwick, 1992).

Em relagdo ao ciclo biolodgico das coldnias de abelhas meliferas, pode-se afirmar
que, o desenvolvimento individual dos elementos de cada colonia, ocorre através da sua
metamorfose completa que compreende essencialmente quatro fases: o estado de ovo,
larva, pupa e o estado adulto (Figura 2.3). Apos 3 dias do estado de ovo (igual para
todas as castas) as larvas eclodem. O estado larvar corresponde ao periodo de
alimentagdo, caracterizado por elevados ganhos de peso e grande desenvolvimento
corporal, em tamanho. Estas duas alteracdes ocorrem ainda no periodo de criagao
aberta. Posteriormente, as larvas tecem um casulo, passam por uma fase de prepupa e
transformam-se em pupas, apds as obreiras adultas terem operculado os seus alvéolos.
O estado pupal corresponde ao periodo da metamorfose em que ocorre a mudanga da
pupa para o estado de imago. Quando esta transformagdo estd completa, os insectos
adultos emergem dos alvéolos e terminam o seu desenvolvimento em poucos dias (8 a
10 dias). O periodo de desenvolvimento do ovo até ao imago, ou insecto adulto, €
diferente para cada um dos elementos da colonia, dependendo de véarios factores
ambientais (particularmente, da temperatura e da alimentagdo) e da raca de abelhas. Este
periodo ¢, em média, de 21 dias para as obreiras, 24 dias para os zangaos ¢ 16 dias para

as rainhas (Winston, 1987; Moritz e Southwick, 1992).
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Fonte: http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br

Figura 2.3. Diferentes fases da metamorfose das abelhas obreiras.

A determinacdo da casta entre a rainha e as obreiras (que tém o mesmo genotipo)
baseia-se na quantidade e qualidade de alimentos consumidos pelas larvas. Sdo estes
factores nutricionais (ou seja, a dieta da larva fémea diploide) que determinam se o
adulto serd uma rainha ou uma obreira. Nos trés primeiros dias da fase larvar, todas as
larvas sdo alimentadas exclusivamente com geleia real, uma secrecdo relativamente rica
em proteinas segregadas pelas glandulas mandibulares e hipofaringeas das abelhas
amas. Apods estes dias, mel e polen sdo adicionados a dieta alimentar das larvas que
originardo obreiras. Por sua vez, as larvas destinadas a originarem rainhas sdo
alimentadas com maiores quantidades de geleia real e por muito mais tempo (Winston,
1987; Moritz e Southwick, 1992). No que se refere a alimentacdo das larvas de zangaos,
parece existir alguma diferenca na quantidade e na composi¢do da sua dieta, devido ao
seu maior porte (Winston, 1987). Resumidamente, podemos afirmar que existem
algumas diferencas nas necessidades alimentares e nos mecanismos de alimentacdo
entre obreiras, rainhas e zangaos, tanto ao nivel da criacdo (estado larvar) como do
estado adulto.

Por ultimo, alguma informacdo sobre o ciclo anual das colonias. Uma colonia €

constituida por obreiras, cujo periodo de vida pode variar, de apenas alguns dias até
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quase um ano. Esta longevidade depende, principalmente, das condi¢des climaticas
(relativas as estagdes do ano, ou seja, a sua actividade sasonal), da disponibilidade
alimentar, das actividades desempenhadas durante o seu periodo vida e da raga de
abelhas (Winston, 1987; Moritz e Southwick, 1992).

Nos climas temperados, o padrdao normal que reflete o ciclo anual da colonia é, no
Verao, caracterizado por uma longevidade individual para as obreiras adultas que pode
atingir os 50 dias (com uma média inferior a 17 dias). No Inverno, a longevidade média
pode variar entre 154 a 170 dias ou mais, com valores maximos registados de 350 dias
de vida (Schmid-Hempel e Wolf, 1988; Fukuda e Sakagami, 1968, citados por Moritz e
Southwick, 1992). Na Primavera, as obreiras t€ém uma longevidade intermédia,
normalmente de 30 a 60 dias (Fukuda e Sekiguchi, 1966, citado por Winston, 1987).
Por sua vez, os zangdos vivem em média 21 a 32 dias no periodo compreendido entre a
Primavera e o Verao, embora tenha sido registada uma longevidade maxima de 43 dias
(Witherell, 1972; Fukuda e Ohtani, 1977). Entre o Verao e o Outono os zangaos podem
sobreviver até aos 90 dias, mas quando se aproxima o Inverno eles sdo expulsos da
colonia, e poucos ou nenhum sobrevive (Fukuda e Ohtani, 1977). As rainhas sdo, de
todos os elementos da coldnia, os que apresentam uma maior longevidade, normalmente
de 1 a 5 anos (Seeley, 1977).

Neste contexto, podemos afirmar que o ciclo anual de uma coldnia nos paises
europeus de clima temperado possui uma fase invernal, caracterizada por uma
“estratégia” de manutengdo com apenas uma limitada producao de criagdo. Nesta fase,
uma coldnia de abelhas ¢ constituida por uma rainha e poucos milhares de obreiras (8
000 a 15 000) (Kefuss, 1978), que nasceram no fim do verdo anterior, € que se
alimentaram predominantemente do mel armazenado nesse periodo (Martin et al.,
2001).

No fim do Inverno ou no inicio da Primavera, a medida que aumenta o
fotoperiodo, a rainha inicia a postura, mas de uma forma ainda limitada (Kefuss, 1978;
Martin et al., 2001). O desenvolvimento exponencial da colénia, ou seja, a fase de
rapido “crescimento somatico (muito maior numero de individuos) e da reprodugao
sexual (enxameacdo)”, ocorre durante as estagdes do ano em que existe maior
abundancia de néctar e pdlen (Primavera e Verao). Consequentemente, com o aumento

populacional, a colénia prepara-se para a enxameacao (processo de reproducdo das
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colonias, por fissao da “colonia mae”) (Moritz e Southwick, 1992). O pico de produgao
da criagdo ¢ alcangado pouco antes da enxameacdo (Seeley e Visscher, 1985) com 30
000 ou mais alvéolos de criagdo operculada. Poucos dias antes da enxameacao, a taxa
de produgao de criagdo diminui, porque a rainha diminui (ou para) a sua postura (Moritz
e Southwick, 1992).

Apos a saida do novo enxame, uma nova rainha emerge na “coldonia mae”, mata as
suas rivais e acasala, iniciando novamente a postura. Desta forma, a area de criagao,
aumenta novamente, até que a diminuicao do fotoperiodo e os recursos alimentares
diminuam. Nesta fase, a coldnia altera a sua estratégia e prepara-se para poder

sobreviver a condi¢des invernais mais ou menos rigorosas (Moritz e Southwick, 1992).

2.2. Recursos explorados pelas colonias

Os principios alimentares basicos das duas castas de fémeas e dos machos de uma
dada colonia sdo os mesmos: néctar e pdlen.

Basicamente, o néctar fornece os hidratos de carbono, e o poélen fornece proteinas,
lipidos, vitaminas e minerais (Winston, 1987; Moritz e Southwick, 1992).

O polen recolhido pelas abelhas forrageiras ¢ a principal fonte de proteina
naturalmente disponivel para as abelhas, usado como alimento na fase larvar e adulta
(até¢ aproximadamente aos 18 dias de idade) (Winston, 1987; Moritz e Southwick,
1992).

As abelhas forrageiras também recolhem néctar, o qual pode ser fornecido
directamente a criagdo e abelhas adultas, mas normalmente ¢ primeiro convertido em
mel (Gary, 1975; Maurizio, 1975). O néctar floral contém essencialmente hidratos de
carbono (principalmente frutose, glucose e sacarose) e agua (Cobert, 2003). As abelhas
possuem uma lingua especializada (denominada proboscis) que funciona como uma
bomba de suc¢ao. O néctar ¢ transportado para a colmeia na bolsa do mel (papo) das
obreiras forrageiras. O néctar passa através do esofago para a bolsa do mel e pode
passar, via proventriculo, para o ventriculo ou estdmago glandular, em fungdo das
necessidades das obreiras. A bolsa do mel ¢ essencialmente uma extensao do eséfago
que funciona como um 6rgdo de armazenamento e transporte dos alimentos liquidos.

Durante este transporte, sdo-lhe adicionadas enzimas das glandulas salivares e
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hipofaringeas (especificamente, Q-amilase, a-glucosidase e glucose oxidase) que
reduzem os hidratos de carbono mais complexos em agucares simples, sendo esta uma
parte do processo de conversdao do néctar em mel. Posteriormente, ¢ armazenado na
colonia, tal como o pdlen, constituindo-se como reservas alimentares para o Inverno e
outros periodos de escassez (Crane, 1990a).

A 4gua também ¢ um elemento essencial usado na fase larvar e adulta. As abelhas
forrageiras também recolhem a agua, que € transportada para a colmeia na bolsa do mel
e posteriormente transferida para as jovens obreiras. Ao nivel da colonia, a agua ¢
utilizada, principalmente, para diluir o néctar e/ou mel preparar o aquoso alimento
larvar (geleia de obreira) e, sempre que necessario, para o arrefecimento da colénia
(Winston, 1987; Moritz e Southwick, 1992). Segundo Jean-Prost (1989) as necessidades
de uma colonia em agua sdo muito variaveis, aproximadamente doze litros por
coldnia/ano.

O propolis ¢ o produto da recolha e da elaboracao (pelas obreiras) de misturas de
cera e resinas vegetais provenientes de secregdes de plantas (arvores e arbustos)
(Burdock, 1998 e Bankova et al., 2000). Ao nivel da colonia, o propolis € utilizado em
actividades de construc¢do, conservagao, isolamento e proteccdo (Ghisalberti, 1979;
Burdock, 1998). As abelhas recolhem (com as mandibulas) particulas resinosas de
diferentes plantas, que posteriormente (na colmeia) misturam com cera € secregdes

salivares obtendo assim o propolis (Winston, 1987; Jean-Prost, 1989).

2.3. Produtos apicolas

Além do mel e do poélen, a cera, o propolis, a geleia real e o veneno sdo também

“produtos da colmeia”.

2.3.1. Polen

Em virtude do seu alto valor nutritivo, o poélen ¢ utilizado na suplementacao
alimentar dos seres humanos, na industria cosmética e, também em apiterapia. Pode ser
comercializado sob diversas formas: misturado com o mel, seco, sob a forma de

capsulas ou tabletes e em forma de p6 (Bogdanov, 2004).
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Portugal ndo ¢ um pais com tradicdo na producao de podlen, possuindo um
mercado muito reduzido. No entanto, recentemente este produto tem despertado o
interesse de varios apicultores como alternativa a produgao de mel.

Por outro lado, nao se dispde de dados fiaveis sobre a producao e comercializa¢ao
de poélen a nivel mundial. Segundo estimativas recolhidas junto dos operadores deste
sector pode-se afirmar que a produgao mundial ¢ da ordem das 1 500 toneladas, sendo
os principais produtores a Espanha, China, Australia, Argentina, México, Estados

Unidos (William, 2003).

2.3.2. Cera

A cera segregada pelas glandulas cerigenas localizadas no abddémen das jovens
abelhas ¢ utilizada para a construgdo dos alvéolos (hexagonais), os quais formam a base
da arquitectura do ninho (Winston, 1987).

Os apicultores reutilizam a maior parte da cera produzida nos seus apiarios. A
composi¢do quimica da cera varia ligeiramente em fun¢do da idade das abelhas que a
produzem e da sua raga. A cera produzida por colonias de 4. mellifera ¢ constituida
principalmente por ésteres (70-80 %), hidrocarbonetos (10-15%), é&lcoois (10%) e
acidos livres (1%), numa mistura complexa de 284 componentes (nem todos ainda
identificados). As industrias de cosmética, farmacia e de produgdo de velas sdo as
principais utilizadoras de cera (embora seja também utilizada na industria téxtil, no
fabrico de polidores e vernizes, no processamento de alimentos € na industria
tecnologica). Os principais produtores de cera sdo os paises asidticos, nomeadamente a
China, India, Indonésia, Malasia, Paquistdio e Tailandia. Alguns dos principais
importadores estio na Unido Europeia (Alemanha e Franga), na Asia (Japdo) e na
América do Norte (Estados Unidos e Canadd) (Crane, 1990b). Em Portugal nao existem

dados oficiais sobre a produgado de cera.

2.3.3. Propolis

A produgdo anual de propolis (10-300 g/colonia) ¢ muito variavel, dependendo da

espécie de abelhas, do clima, do tipo de plantas e do sistema de recolha (Bankova et al.,
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2000; Kumazawa et al., 2003). A composi¢do quimica do propolis € muito complexa e
diversificada, apresentando como principais grupos quimicos, os flavonoides, os
compostos fenolicos e diversos compostos aromaticos (Marcucci, 1995; Sahinler et al.,
2003). No propolis europeu, o conteudo total em compostos fenolicos (principais
responsaveis pela maioria das suas propriedades farmacologicas) representa mais de
metade dos 160 compostos diferentes que ja foram identificados (Bankova et al., 2000,
2002).

Ao propolis tém sido atribuidas, entre outras, propriedades fungicidas,
bactericidas, antivirais, antioxidantes e anti-inflamatérias. O propolis tem sido
amplamente utilizado, desde a antiguidade, por diversas culturas e com diversas
finalidades. Entre elas, a medicina e industria farmacéutica (Ghisalberti, 1979;
Marcucci, 1995; Burdock, 1998). Nos ultimos anos, tem-se observado um incremento
da sua procura no mercado, aliado também a uma crescente actividade de investigagao
sobre as suas acgoes, efeitos e possiveis usos em biologia e medicina. Destaca-se a sua
aplicagdo como suplemento dietético e o seu uso na industria farmacéutica (Negri et al.,
1998; Burdock, 1998; Bankova et al., 2000, 2003; Garedew et al., 2002; Sahinler et al.,
2003; Farre et al., 2004).

Contudo, existe uma grande dificuldade em estabelecer uma uniformidade de
critérios, relativamente a sua composicdo quimica, para a sua normalizagdo a nivel
internacional. Este, provavelmente sera o principal obstaculo para a sua comercializagao
e para a expansao da sua utilizacdo em medicina (Bankova, 2003).

A apresentacao comercial do propolis € muito variada, estando disponivel, sob a
forma de capsulas, tabletes, granulos para fundir, pastilhas para a garganta e pastilhas
elasticas. Entre os principais produtores encontram-se a China, Australia, o Brasil e o
Uruguai e, na Europa, a Bulgéria, a Franca, a Alemanha e a Russia. O Japao ¢ o maior
consumidor mundial de propolis (Crane, 1990c; William, 2003; Vespa, 2004). Em

Portugal ndo existem dados oficiais sobre a sua producao.

2.3.4. Geleia real

A geleia real, ¢ um produto de origem animal, dado que deriva das secre¢des das

glandulas hipofaringeas e mandibulares das obreiras jovens (Crane, 1990c; Garcia-
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Amoedo e Almeida-Muradian, 2002). E utilizada pela colénia na alimentacdo das
larvas, tendo uma funcdo relevante na diferenciacdo das suas castas (Moritz e
Southwick, 1992; Garcia-Amoedo e Almeida-Muradian, 2002).

A geleia real ¢ uma substancia viscosa, de coloragdo branco-leitosa, levemente
opalescente, acida e de sabor e odor muito caracteristicos (Sabatini et al., 2003). A sua
composi¢do quimica ¢ relativamente constante, basicamente constituida por agua,
hidratos de carbono, lipidos, prétidos e cinzas. Por ser um produto de dificil obtencao e
de consideravel procura, nomeadamente pela industria farmacéutica e pela industia de
cosméticos, alcanca pregos consideraveis no mercado (Crane, 1990c).

Pode ser produzida por apicultores competentes e comercializada pura, misturada
com o mel ou liofilizada. A China, sendo o principal produtor (responsavel por cerca de
60% da produgdo mundial), exporta aproximadamente 2 000 toneladas/ano para o
Japdo, Estados Unidos e Europa. Os preg¢os sdo muito varidveis, mas normalmente o
produto fresco tem custos inferiores ao produto liofilizado (Crane, 1990c; William,

2003). Em Portugal nao existem dados oficiais sobre a produgao de geleia real.

2.3.5 Veneno

A “apitoxina” (veneno desidratado) tem origem em secre¢des glandulares das
obreiras (glandulas acida e alcalina, do aparelho vulnerante). O veneno ¢ sobretudo
produzido, nas duas primeiras semanas de vida das obreiras e, armazenado no “saco do
veneno” (acumulando-se ai em quantidades de cerca de 0,3 mg) (Jean-Prost, 1989;
Crane, 1990c).

A “apitoxina” apresenta-se como um liquido incolor, solivel em agua e insoluvel
em alcool (Salamanca Grosso et al., 2001; Patricio et al., 2003). O veneno das abelhas
caracteriza-se por uma actividade farmacologica particularmente elevada e diversa, que
depende essencialmente da sua composicao quimica. Contém um amplo espectro de
proteinas (como a melitina ou a apamina) e enzimas (fosfolipase e hialuronidase), de
péptidos, aminas, hidratos de carbono, fosfolipidos, aminoacidos e algumas feromonas
de “alarme” (Jean-Prost, 1989; Crane, 1990c; Salamanca Grosso et al., 2001). Os
recentes €xitos na purificagdo do veneno das abelhas e na identificacao e determinagao

quantitativa dos seus principais componentes criaram novas possibilidades para a
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normaliza¢do deste produto e seu uso farmacologico (Salamanca Grosso et al., 2001;
Patricio et al., 2003).

No caso dos himenopteros sociais, o veneno tem uma fungdo puramente
defensiva. As abelhas meliferas utilizam o veneno, ndo para capturar presas, mas para
defender as suas sociedades de predadores (sobretudo os mamiferos ou outros
vertebrados) (Winston, 1987; Crane, 1990c). O interesse pelo estudo do veneno dos
himendpteros baseia-se essencialmente nos problemas clinicos causados pela sua acgao
directa (particular referéncia as respostas alérgicas) e pelo seu potencial de utilizagao
em farmacologia (fonte potencial de substancias uteis para a medicina, para a industria
quimica e para a investigagdo biologica). Os efeitos terap€uticos do veneno sao
conhecidos desde ha mais de 12 séculos. No entanto, a sua utilizagdo em medicina
tradicional s6 se desenvolveu (e recebeu a aprovagdo oficial) nos paises em que a
apiterapia tem tradi¢do (como, por exemplo, na China e em paises do Leste Europeu). A
medicina tradiconal apenas adoptou um método preventivo de dessensibilizagdo de
pessoas alérgicas (imunoterapia especifica). Apesar disso, trata-se de um produto de
mais dificil comercializagao pois, ao contrario de outros produtos apicolas, a apitoxina
deve ser comercializada e manipulada por farmdcias e industrias de processamento
quimico, devido 4 sua acgdo toxica (Crane, 1990c; Salamanca Grosso et al., 2001;
Szczesna e Rybac-Chmielewska, 2003).

Os dados estatisticos sobre a producao de veneno e a sua comercializagao a nivel
mundial sdo escassos e pouco precisos. Os principais paises produtores e utilizadores
deste produto sdo os Estados Unidos, Brasil, China, Israel, Japao, Egipto, e, a nivel da
Europa, a Alemanha, Franca, Italia ¢ Espanha (Crane, 1990c; Salamanca Grosso et al.,
2001; Szczesna e Rybac-Chmielewska, 2003).

Em Portugal ndo existem dados oficiais sobre a produ¢dao e comercializagao de

apitoxina.

2.4. Inimigos naturais e patologias das abelhas meliferas

A abelha melifera ocidental, como todos os seres vivos, em todas as fases do seu
desenvolvimento, estd sujeita ao ataque de varios inimigos (predadores, parasitas e

agentes patogénicos varios) que agem, directa ou indirectamente, perturbando a vida da
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colonia de varias formas. Alguns inimigos (alguns mamiferos, aves e insectos), cuja
accdo ¢ limitada no tempo e no espago, nao provocam danos elevados excepto em
circunstancias excepcionais (Ben Hamida, 1999). Por exemplo, destrui¢do dos favos
e/ou da colmeia, consumo das reservas alimentares, captura das abelhas forrageiras e
algumas formas menos graves de parasitismo. Os nematodos estdo ocasionalmente
associados as abelhas meliferas, tendendo a causar danos insignificantes (Knutson e
Murphy, 1990; Bailey e Ball, 1991).

Sdo varias as espécies de insectos que podem parasitar as abelhas meliferas
adultas e/ou a sua criagdo. O insecto [Braula coeca Nitzsch (Diptera: Braulidae)]
vulgarmente designado por “piolho” da abelha comum ¢, mais frequentemente, descrito
como um inquilino das colonias de abelhas meliferas do que propriamente como um
parasita, e estd associado especificamente a estas abelhas, causando danos despreziveis,
excepto se existir num nimero extraordinariamente elevado (Bailey e Ball, 1991). E
também conhecido que varias familias de moscas parasitarias (Diptera) atacam
ocasionalmente as colonias de abelhas. Alguns destes insectos sdo parasitas cuja
importancia é mais relevante a nivel local. E o caso das moscas viviparas (Diptera:
Sarcophagidae) e algumas outras familias Conopidae e Tachinidae que podem parasitar
também as abelhas adultas da espécie 4. mellifera (Crane, 1990a). Outros insectos
viviparos que parasitam as abelhas meliferas pertencem a ordem Strepticera e género
Stylops. (Crane, 1990a; Bailey e Ball, 1991). Pelo menos 8 espécies de besouros (Meloe
spp.) parasitam as abelhas meliferas durante o seu primeiro estado larvar (Crane,
1990a). Poucos destes parasitas sdo economicamente importantes, a menos que em
numero excepcionalmente elevado (Crane, 1990a; Matheson, 1993, 1995, 1996; Ben
Hamida, 1999).

Outros inimigos, designadamente virus, bactérias, protozoarios e fungos
ocasionalmente provocam importantes perdas econdmicas (Morse ¢ Flottum, 1997;
Bailey e Ball, 1991) e, geralmente, sdo os agentes causais das principais patologias
apicolas das abelhas meliferas.

Para facilitar a compreensdao da etiologia das principais patologias apicolas ¢
necessario referir que estas podem ser classificadas em fungao do agente causante ou da
especificidade da fase de metamorfose da abelha (fase de larva ou fase adulta), para

determinado agente patogénico. Neste ultimo caso, podem ser agrupadas em: (1)
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patologias da criagdo; (2) patologias das abelhas adultas e, (3) patologias comuns a
criacdo e abelhas adultas.

De uma forma muito geral pode-se afirmar que, nas patologias mais comuns da
criagdo, se incluem as loques (causadas por agentes bacterianos), a ascosferiose
(causada por fungos) e o virus da larva saculiforme.

Nas patologias mais comuns das abelhas adultas, incluem-se a acarapisose
(causada por um dacaro, Acarapis woodi), a nosemose (causada por um protozoario,
Nosema apis), a amebiase (causada pela ameba Malpighamoeba mellificae), a
septicémia (agentes bacterianos varios), o virus da paralisia crénica.

Nas principais patologias que sao comuns a criagao ¢ abelhas adultas podem-se
incluir a varroose (associada ao acaro V. destructor) e a aspergilose (causada por fungos
tais como Aspergillus flavus e/ou Aspergillus fumigatus). Existem ainda vdrias classes
de virus, nomeadamente, o virus da paralisia aguda e o virus das asas deformadas que
normalmente sdo associados com a varroose.

Pode-se assim afirmar que, antes do aparecimento do acaro V. destructor, as
doengas que provocavam maiores perdas econdmicas eram as loques bacterianas,
denominadas doencas da criagdo, porque apenas manisfestam sintomas na fase larvar
das abelhas meliferas. Estas sdo, a loque europeia causada por Melissococcus plutonius
e a loque americana causada por Paenibacillus larvae larvae (Shimanuki, 1997;
Crailsheim e Riessberger-Gallé, 2001). A ascosferiose, causada pelo fungo (4. apis),
infecta as larvas mas raramente origina perdas importantes (Gilliam e Vandenberg,
1997) e ¢ a infecg¢ao flingica mais frequente das abelhas meliferas.

A nosemose, causada pelo parasita intestinal N. apis Zander (Cnidosporidea), ¢
uma doenca das abelhas adultas mas raramente ocasiona danos graves nas colonias
(Bailey e Ball, 1991; Chioveanu et al., 2004), apesar de poder ter impactos econémicos

negativos na actividade apicola.

2.4.1. Acaros associados as abelhas meliferas

Mais de 40 espécies de acaros (Acari) t€ém sido associados as abelhas meliferas
(Eickwort, 1990), variando esta associacdo do comensalismo ao parasitismo (Colin et

al., 1999); sao conhecidas 6 espécies de acaros que parasitam a abelha 4. mellifera
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(Bailey e Ball, 1991). O Quadro 2.1 mostra a relagao dos acaros que parasitam a abelha
A. mellifera e menciona também alguns acaros foréticos encontrados em coldnias de
abelhas meliferas mas que nao se alimentam delas.

Em Portugal, as doengas mais comuns provocadas por acaros pertencem a dois
géneros: Acarapis e Varroa. O acaro endoparasita A. woodi Rennie (Acari:
Tarsonemidae) aloja-se no primeiro par de traqueias tordcicas, perfurando-as e
alimentando-se da hemolinfa das abelhas adultas (Crane, 1990; Bailey e Ball, 1991; De
Guzman et al., 2001b).

Quadro 2.1. Acaros parasitas (e alguns nio parasitas) da abelha A. mellifera (adaptado de Denholm, 1999
e Crane, 1990).

Familia Espécie

Acarapis woodi
. 1 .
Tarsonemidae Acarapis externus

Acarapis dorsalis

Varroidac! Varroa jacobsoni
arroidae

Varroa destructor
Laelapidae’ Tropilaelaps claerae
Erythraeidae Leptus spp.
Pyemotidae * Pyemotes spp.
Ameroseiidae Neocypholaelaps indica
Laelapidae ° Melittiphis alvearius

s Macrocheles glaber
Macrochelidae
Macrocheles muscaedomesticae

Pyemotes spp.
Pyemotidae *
Pyemotes tritici

. 3 .
Tarsonemidae Tarsonemus apis

1. Parasitas mais frequentes nas abelhas meliferas (Bailey e Ball, 1991; Denholm, 1999).
2. Parasitas menos frequentes nas abelhas meliferas (Bailey e Ball, 1991; Denholm, 1999).

3. Familias de 4caros ndo parasitas encontrados em coldonias de abelhas (Crane, 1990).
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2.4.1.1. Acaros do género Varroa

O 4caro Varroa foi primeiramente identificado no continente asiatico,
nomeadamente na ilha Indonésia de Java, por Edward Jacobson e descrito, pela primeira
vez, no ano de 1904 pelo entomologista Holandés A. C. Oudemans (Oudemans, 1904,
citado por Denholm, 1999). Este acaro foi denominado Varroa jacobsonii Oudemans e
considerado como um parasita natural da abelha melifera asiatica, Apis cerana
(Oudemans, 1904, citado por Anderson e Trueman, 1999).

ApoOs a sua descoberta em Java, outros acaros aparentemente semelhantes foram
detectados na abelha A. cerana em toda a Asia, assumindo-se que eram representativos
da espécie V. jacobsonii Oudemans. Esta espécie de acaros foi classificada como
pertencente a Ordem Mesostigmata e a familia Varroidae que incluia os acaros V.
jacobsoni e Euvarroa sinhai, os quais parasitam as abelhas selvagens e domésticas do
sudoeste da Asia, India, Coreia e do extremo oriente asiatico (Delfinado e Baker, 1974).
Paralelamente, varias publicag¢des cientificas e técnicas adoptaram para esta espécie o
termo usual “Varroa”. Delfinado-Baker ¢ Aggarwal (1987) afirmaram que esta
terminologia ndo era taxonomicamente correcta devido ao facto de existir mais do que
uma espécie de Varroa. Variagdes geograficas a nivel da morfologia externa do acaro
mostravam que o acaro fémea V. jacobsoni que parasitava a abelha 4. cerana era mais
pequeno do que o acaro fémea que parasitava a abelha 4. mellifera (Delfinado-Baker e
Houck, 1989). Posteriormente, estudos de sequéncias de DNA confirmaram que os
acaros que parasitavam estas duas espécies de abelhas meliferas eram muito diferentes
entre si (Anderson e Fuchs, 1998). De forma a compreender o significado das diferencas
detectadas entre os acaros Javaneses e os Europeus foram realizados varios estudos,
utilizando recentes técnicas moleculares (por exemplo, estudos moleculares usando
DNA mitocondrial e microssatélites), as quais demonstram que o “acaro V. jacobsoni”
era um complexo de espécies com, pelo menos, 5 espécies aparentadas mas diferentes e
que apenas os acaros de uma dessas espécies se propagaram da abelha oriental para a
ocidental (Anderson e Fuchs, 1998; Anderson e Trueman, 1999). Estes acaros nao
pertenciam a espécie V. jacobsoni, existindo assim a necessidade de lhes atribuir uma
nova designagdo taxondmica (Anderson e Trueman, 1999). Consequentemente, esta

nova espécie foi renomeada Varroa destructor Anderson e Trueman, 2000. Assim, a
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generalidade dos trabalhos efectuados “a ocidente”, anteriores a 2000/2001 e que se

referem a V. jacobsoni, efectivamente incidiram sobre V. destructor.

2.4.1.2. Dispersao do acaro V. destructor

Quanto a dispersao da V. destructor, coloca-se a hipdtese de que tenha migrado
desde a antiga Unido Soviética (URSS) para os restantes paises da Europa oriental
devido a importagao de rainhas e a pratica de transumancia em apicultura (Crane, 1978;
Anderson e Trueman, 1999; Colin et al., 1999).

Na Europa ocidental, o dcaro foi também introduzido pela importacao de colonias
paquistanesas de A. cerana e de coldnias soviéticas de 4. mellifera, ambas para a
Republica Federal Alema em 1977 (Rutner, 1983, citado por Colin et al., 1999). O
parasita ¢ assinalado oficialmente no sul da Europa nos anos 80. Em Espanha, o 4caro
foi diagnosticado pela primeira vez no ano de 1985 (Cardenal Galvan et al., 1988,
Gomez Pajuelo, 2000). Em Portugal os primeiros indicios de coldnias parasitadas foram
detectados em 1987 (Belchior, 1996), em apiarios situados em zonas fronteiricas
propagando-se rapidamente as restantes regides do pais. Posteriormente, em Abril de
1992, o acaro V. destructor (ainda que entdo designado como V. jacobsoni) foi
detectado no Reino Unido (Paxton, 1992, citado por Martin, 1997b).

Este parasita atravessou o mar Mediterraneo em 1975, pela importagao de
colonias da Roménia para a Tunisia, propagando-se assim para o Norte de Africa.
Paralelamente, a invasao da América do Sul ocorreu a partir do Japao, também nos anos
70, pela exportagdo de rainhas e de quadros com criagao para o Paraguai (em 1971). Um
ano depois, foi detectada no Brasil (Colin ef al., 1999). Na América do Norte, este acaro
foi detectado em 1987 nos Estados Unidos (Needham, 1988) ainda que, no Estado do
Alasca este tenha so6 sido detectado em Fevereiro de 1992 (Petersen, 1999). Na América
Central, a sua deteccdo ocorreu em 1991, no México (Vandame et al., 1998).
Posteriormente, foi detectado na Nova Zelandia em Abril de 2000 (Stone et al., 2000;
Zhang, 2000; Goodwin, 2004). A partir dos primeiros focos detectados desta nova
patologia, em menos de 20 anos, a V. destructor distribuiu-se amplamente pela maioria

dos continentes. Actualmente, apenas o Estado do Havai (Sammataro et al., 2000), a
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Australia e algumas regides da Africa Central estardo ainda livres deste parasita
(Oldroyd, 1999; Moustafa, 2001).

A dispersdo da Varroa pode ser realizada de varias formas: (1) dentro do mesmo
apiario, através da deriva das abelhas recolectoras ou do livre transito dos zangaos, da
pilhagem de coldnias parasitadas, da enxameagao, pela troca de quadros entre colonias,
etc.; (2) entre apiarios, através da enxameacdo (por exemplo, captura de enxames
parasitados), pelas trocas de colonias entre apicultores, por meio de zangaos
parasitados, pela introducao de rainhas, através de enxames selvagens, etc e (3) pela
pratica de apicultura transumante ou migratoria, assim como pela importacao de stocks
de abelhas e/ou rainhas parasitadas (De Jong et al., 1982a, 1982b; Matheson, 1996;
Thompson et al., 2002). Por sua vez, as vespas e os géneros de abelhdo Psithyrus
podem ajudar a disseminar os acaros e as flores podem actuar como “uma pequena
estacdo intermediaria”, embora a importancia relativa destes meios de dispersao seja
provavelmente insignificante (Kevan et al., 1990, citado por Denholm, 1999). Outro
factor que pode facilitar esta dispersao ¢ a introducao de coldnias parasitadas em novas
areas pelos apicultores (Denholm, 1999).

Neste contexto, e tentando de alguma forma clarificar o aspecto relacionado com
a dispersdo dos acaros através da deriva, pode-se referir que este ¢ um fendémeno, no
qual, algumas abelhas podem deixar os seus proprios ninhos para se juntar a outras
colonias, como resultado da sua desorientagao quando regressam a colmeia (Pfeiffer e
Crailsheim, 1998). Este fendmeno depende de multiplos factores ambientais, da
disposi¢do das colmeias no apiario e ainda de factores intrinsecos a colonia (Neumann
et al., 2000b). No seio da comunidade cientifica, tem sido referida a possibilidade das
obreiras e dos zangaos poderem ser vectores de varias patologias, através da deriva e da
pilhagem (De Jong et al., 1982a; Sakofski, 1990; Vandame et al., 1998). Segundo De
Jong et al. (1982b) a deriva de abelhas parasitadas entre colonias pode provocar a
infestagdo total de um apidrio, em poucas semanas, apos a infesta¢ao inicial. Por sua
vez, Sakofski (1990) verificaram um aumento da deriva em obreiras de coldonias com
elevados niveis de infestacdo. Porém, num estudo recente Neumann et al. (2000b)
constatou-se que a deriva pode ser muito mais elevada nos zangaos do que nas obreiras.

Foi também sugerido que, se o apiario tiver uma disposi¢ao que reduza o nivel de deriva
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das obreiras a menos de 5%, este fendmeno aparentemente ndo interfere nem com o
nivel de eficiéncia produtivo da coldnia, nem com o nivel de infestagao das colonias.

No que se refere a pilhagem, esta pode ser definida como um comportamento
impulsivo das obreiras para roubar (fundamentalmente mel), frente a situagdes
predisponentes muito diversas e na presenga de um estimulo desencadeador (periodos
de escassez de néctar, principalmente). Esta, tem sido referida também como uma via
possivel de propagacao de diferentes patologias, entre outras, a varroose. Convém no
entanto salientar que este ¢ um fendmeno aparentemente passivel de ser prevenido,
através de um maneio racional dos apidrios comerciais (por exemplo, reduzindo o
tamanho da entrada da colmeia, evitando colmeias fracas ou orfas) (Vandame et al.,

1998; Cartel, 2005).

2.4.1.3. Danos directos e indirectos do acaro V. destructor

Os danos causados pela varroa podem ser directos ou indirectos. As colonias
parasitadas podem ser afectadas de diferentes formas, desde a debilidade até a morte,
estando a sua gravidade directamente relacionada com o nivel de infestagao (Duay et
al.,2003; Garedew et al., 2004).

Os danos directos desta parasitose podem ser fisicos ou fisioldgicos € ocorrem
maioritariamente durante o desenvolvimento individual dos elementos da colonia. O
parasita alimenta-se da hemolinfa das pupas e ao nivel da criacdo provoca um atraso na
eclosdo das jovens abelhas (consequéncia de um atraso no seu desenvolvimento durante
o estado de pupa) e, inclusive, a sua morte. Ao nivel das abelhas adultas, estes danos
podem significar menor peso (tamanho) das abellhas jovens que emergem,
malformagdes anatomicas (deformagdo das asas e abdomen), reducao do seu periodo de
vida (morte prematura) e, possivelmente, debilitagcdo do seu sistema imunologico (De
Jong et al., 1982b; Bailey e Ball, 1991; Denholm, 1999; Garedew et al., 2004).

Os danos indirectos estdo relacionados com o pressuposto de que os acaros
aumentam a incidéncia de patologias, porque actuam como vectores de agentes
patogénicos (Ball, 1994). Existe evidéncia do aumento da incidéncia de viroses
(nomeadamente, o virus da paralisia aguda e o virus das asas deformadas) em colonias

parasitadas, (Bailey e Ball, 1991; Ball, 1993; Ball, 1994; Denholm, 1999) nas quais a
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varroa actua como vector na transmissdo destes virus (Bowen-Walker et al., 1999).
Deste modo, ¢ de esperar uma menor eficiéncia produtiva em colonias
consideravelmente, infectadas com varroa e, consequentemente, uma menor

rentabilidade da exploracgao apicola.

2.4.2. Caracterizacio e ciclo biologico do acaro V. destructor

O 4caro V. destructor ¢ um ectoparasita da criacao e das abelhas adultas de varias
espécies do género Apis (De Jong, 1990), alimentando-se da hemolinfa dos seus
hospedeiros. Causa elevados danos em colonias de A. mellifera, as quais, morrem
geralmente no intervalo de um a trés anos apds o inicio de uma infestacdo (Chastel et

al., 1991; Murilhas, 1998; Thompson et al., 2002).

2.4.2.1. Caracterizacdo anatomo-morfologica

O 4caro V. destructor ¢ um ectoparasita das abelhas que as podera afectar desde o
estado larvar (L5). Possui um sistema de determinagdo sexual haplo-diploide. Os
machos sdo haploides (n=7) e as fémeas sdo diploides (2n=14) (Rehm e Ritter, 1989;
Steiner et al., 1995). A fémea (Figura 2.4a) e o macho (Figura 2.4b) apresentam um

grande dimorfismo sexual, traduzido na forma do corpo, pelo tamanho e pela cor.

200um

Figura 2.4. Fémea (a) e macho (b) de V. destructor, ao microscépio electronico (adaptada de
International Bee Research Association, 1997).

As fémeas tém o corpo de forma elipsoidal e achatado, o qual ¢ mais largo do que
comprido, medindo aproximadamente 1,6 mm de largura e 1,1 mm de comprimento,

com um peso aproximado de 0,14 mg (Sammataro et al., 2000). A sua cor base ¢
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castanha, mas possui uma gama de cores que variam a volta do castanho-avermelhado
(Nanneli, 1996). As fémeas possuem quatro pares de patas com ventosas para a sua
fixacdo nas abelhas e duas queliceras (Delfinado e Baker, 1974). Comparativamente, os
machos adultos sdao mais pequenos do que as fémeas, o seu corpo tem uma forma
ovoide, de cor amarelada, medindo aproximadamente por 500 pum de largura
(Sammataro et al., 2000). As suas queliceras estdo modificadas possuindo um digito
movel que foi transformado numa estrutura tubular para transferéncia do sémen. Nao
tém capacidade de se alimentar, morrendo apods a copula (Delfinado e Baker, 1974;

Delfinado-Baker, 1984; Martin et al., 1997).

2.4.2.2. Caracteristicas gerais da invasio alveolar e do parasitismo

A fémea adulta do acaro invade os alvéolos de cria das obreiras e dos zangaos, um
a dois dias antes da operculagdo dos alvéolos, transportada pelas abelhas amas enquanto
estas alimentam a sua criagdo (De Jong er al., 1982a; Sammataro et al., 2000).
Normalmente, esta invasao ocorre entre 15-20 horas antes da operculacao (os alvéolos
de criacao e obreira, ou entre as 40-50 horas no caso da criagdao de zangao) (Boot et al.,
1992). As fémeas do acaro vao rapidamente para baixo da larva, ficando imoveis no
alimento larvar (geleia de obreira). Aproximadamente 4-6 horas apos a operculagao dos
alvéolos de obreiras, o alimento ¢ consumido pelas larvas. O &caro sai entdo da posi¢ao
em que estava e comeca a alimentar-se da hemolinfa das formas juvenis (Boot, 1994;
De Jong et al., 1984). Como ja referido, a hemolinfa das prepupas, pupas ¢ abelhas
adultas ¢ a Unica fonte alimentar da varroa fémea. Existem distintos locais sobre o corpo
da abelha adulta aonde o 4caro se pode fixar (Delfinado-Baker ef al., 1992). Um destes
locais ¢ o abdomen e, para se alimentar, o acaro fémea perfura a membrana abdominal
intersegmentar do seu hospedeiro (Strick e Madel, 1988, citado por Sammataro et al.,
2000), injectando um fluido provavelmente de origem salivar (Gelbe et al., 1987, citado
por Denholm, 1999). Normalmente, sobre a prepupa ou pupa esta perfuracdo ocorre
num local situado sobre a quinta estérnite, o qual ¢ impedido de cicatrizar pela ac¢ao
repetida de alimentacdo da fundadora (varroa adulta fémea em estado activo de

reproducao) e pela sua descendéncia (Donzé e Guerin, 1994; Sammataro et al., 2000).
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Na Figura 2.5 pode observar-se a aparéncia do acaro V. destructor ¢ o local mais
frequente da sua alimentagao (indicado por um *) nas células de criagdo.

No que se refere a invasdo dos alvéolos com criagdo, podemos afirmar que
existem varios factores que determinam a ocorréncia deste processo. Aspectos
particulares da invasdo alveolar devem ser salientados para uma melhor compreensao
deste fenomeno. Uma fase importante no ciclo de vida do parasita V. destructor é a
escolha do tipo de alvéolo de criagao das abelhas para a sua reproducao (De Jong et al.,
1985; Martin, 1994). Este aspecto tem sido frequentemente estudado, verificando-se
uma maior ocorréncia relativa de acaros nos alvéolos de cria de zangaos (Le Conte et
al., 1989; Fuchs, 1990; Le Conte et al., 1990; Martin, 1995a). Corroborando este facto,
Boot et al. (1995) concluiram que os acaros invadem os alvéolos com crias de zangaos
com uma frequéncia 11,6 vezes maior do que o fazem com crias de obreiras crias de
obreiras, ao analisarem colonias que foram manipuladas no sentido de terem apenas

criacdo de zangaos.

Acumulagio : ~
fociiss Local de alimentagdo
S ‘_‘

Mudas

Figura 2.5. Representago esquematica da estruturagdo espacial da reproducdo das varroas em
alvéolos com criagdo no estado de pupa (Adaptado de Donze et al., 1998).

Outros factores que influenciam os acaros no processo de selec¢dao dos diferentes
alvéolos que vao invadir estdo relacionados com a idade, o sexo e a casta das larvas, a
arquitectura do favo (didmetro e profundidade, ou seja, a distancia entre as margens
exteriores dos alvéolos e a superficie da larva) e o tamanho dos alvéolos (De Jong et al.,
1985; Cobey e Lawrence 1988; Le Conte et al., 1989; Trouiller et al., 1992; Boot, 1994;
Boot et al., 1995; Kuenen e Calderone, 2000; Piccirillo € De Jong, 2003). Neste sentido,
Boot et al. (1995) referiram que os alvéolos de criagdo de zangdo (que tém margens
com um relevo superior ao nivel normal dos favos) sdo mais atractivos para a varroa do

que os alvéolos de obreiras, sugerindo que esta saliéncia fisica dos alvéolos ajuda os
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acaros no reconhecimento destes como o seu habitat mais favoravel. Por outro lado,
Trouiller et al. (1992) afirmaram que a atrac¢ao dos acaros pelas larvas de idade e sexo
mais adequada parece ter também por base mecanismos de natureza quimica
(mediadores quimicos). No entanto, este aspecto da invasdo celular ¢ ainda controverso.
Cobey e Lawrence (1988) postularam que o sistema enddcrino da abelha e a reprodugao
do 4caro podem estar correlacionados. Le Conte ef al. (1989) atribuiram a maior
atraccdo da varroa por larvas de zangaos, aos ésteres metil e etil dos acidos gordos de
cadeia plana (em particular ao éster metil palmitato), os quais foram encontrados em
maiores quantidades na criagdo de zangdo, comparativamente a de obreira.
Posteriormente, Le Conte et al. (1991) referiram que o éster metil palmitato era uma
feromona, a qual (associada as temperaturas dos alvéolos de criagdo de zangao)
indiciava as condigdes favoraveis para a reproducao do acaro. No entanto, Boot (1994)
refutou esta teoria, afirmando que vestigios de metil palmitato foram encontrados
apenas em 2 das 17 analises que foram realizadas (utilizando um olfactometro) para
medir a atraccdo dos acaros pelas substancias volateis emitidas pela criacdo. Varios
mediadores quimicos potencialmente interessantes foram isolados da cria das abelhas
meliferas (Le Conte et al., 1989; Le Conte et al., 1991; Trouiller et al., 1992; Donzé e
Guerin, 1994; Donzé et al., 1998), mas as suas funcdes t€ém que ser melhor
compreendidas para que estes compostos possam ser usados como parte de uma
estratégia integrada de luta contra a varroa (Le Conte et al., 1991; Donzé et al., 1998;
Kuenen e Calderone, 2000).

Estudos recentes (Calderone e Lin, 2001; Nazzi et al., 2001; Nazzi et al., 2002,
Nazzi et al., 2004) demonstraram que ao nivel do alimento larvar da criacdo existem
(“atraentes’) quimicos que parecem estar envolvidos na ocorréncia da invasdo alveolar
da criacdo pela varroa.

A invasdao das células de criacdo ¢ ainda determinada por outros factores tais
como (1) o periodo de operculagao da criagdo do hospedeiro, que varia em fungao das
espécies de abelhas (Moretto et al., 1991; Rosenkranz et al., 1993; (2) o genotipo dos
acaros (De Guzman et al., 1999); (3) a distancia entre a larva e as margens alveolares
(Boot et al., 1995; Martin e Kryger, 2002) e (4) o estado da cera dos quadros de criagao
(Piccirillo e De Jong, 2004).
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2.4.2.3. Ciclo reprodutivo

O ciclo reprodutivo da fémea do acaro V. destructor em alvéolos de criacao de
obreiras de A. mellifera ocorre durante um periodo aproximado de 19 dias. A fémea do
acaro, entra nos alvéolos de criagdo, para se reproduzir, cerca de 24 horas antes da sua
operculacdo (Ifantidis, 1988; Harris et al., 2003). Este periodo reprodutivo tem uma
duragdo de 12,5 dias e coincide com o periodo de operculacdo da criacdo de obreira
(Harris et al., 2003).

Aproximadamente 60 a 70 horas apos a operculacdo, a fémea adulta do acaro
inicia a ovoposi¢ao (Ifantidis, 1983; Steiner et al., 1995) colocando os ovos nas paredes
dos alvéolos, onde sao também colocadas as suas fezes (que actuam como local de
agregacgao para os acaros imaturos € como local de acasalamento; Donze e Guerin, 1994
e Martin, 1994). Normalmente, o primeiro ovo desenvolve-se num macho hapléide,
sendo os seguintes quatro a cinco ovos diploides (originando fémeas) postos em
sucessivos intervalos de cerca de 30 horas apos o inicio da postura (Ifantidis, 1983;
Ifantidis et al., 1999; Donzé e Guerin, 1994; Martin, 1994, 1997a, b; Garrido e
Rosenkranz, 2003).

Tem sido postulado que um estimulo do hospedeiro (ou seja, da criacao
recentemente operculada) parece activar a oogenese do acaro feméa (Garrido et al.,
2000). Recentemente Garrido e Rosenkranz (2003) confirmaram este facto e, afirmaram
ainda que, este estimulo proveniente do hospedeiro parece regular ndo sé a reproducao
do 4caro como também intervém na sequéncia dos sexos da sua descendéncia.

O ciclo bioldgico do acaro fémea e macho compreende varias fases: o estado de
ovo, o estado larvar, o estado pupal (protoninfa e deutoninfa) ¢ o estado adulto. O
periodo de metamorfose oscila entre sete a oito dias, para o acaro fémea e entre cinco a
seis dias para o acaro macho (Donzé e Guerin, 1994; Martin e Kemp, 1997). O periodo
de metamorfoses do macho ¢ inferior ao da fémea de forma a favorecer o processo de
reproducdo, uma vez que este acasala sucessivamente com cada uma das suas irmas
“adultas”que vao surgindo (Ifantidis, 1983; Donze e Guerin, 1994; Martin, 1994; Martin
e Kemp, 1997). Este tipo de acasalamento “incestuoso” sO sera eventualmente
interrompido em caso de parasitismo multiplo (larvas/pupas infestadas por duas ou mais

varroas reprodutoras), onde o acasalamento pode ocorrer entre nao-irmaos (Donze e
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Guerin, 1994; Martin, 1997a, b). Desta forma, a diversidade genética deste parasita &
baixa (Kraus et al., 2003).

O ciclo de vida do 4caro macho ¢ completado dentro dos alvéolos de criagao,
morrendo apos varias copulas (Martin, 1997a, b; Kralj e Otis, 1999; Kraus ef al., 2003),
aparentemente porque sao incapazes de se alimentar (Delfinado e Baker, 1974, 1984).
Os acaros fémea que ndo acasalaram apenas produzirdo descendentes machos
(Sammataro et al., 2000). No momento em que a jovem abelha adulta emerge do
alvéolo, o acaro fémea e a sua descendéncia adulta também deixam os alvéolos,
transferindo-se para a abelha e iniciando o seu ciclo forético (Martin e Kemp, 1997,

Kralj e Otis, 1999) (Figura 2.6).

Zangio Ohbrelra

~EEE - pm
~([E) & |- S
l: D::‘mmf;mz‘a

-~ E=E= ~-
.n-m-

D = o O

s
i
¥

H

4

™ P = e e

®
b

¥
i
¥
¥

= Q R SR S oa

- o e e R R [P S Y
= ==
. o S Ty X X
0M O4% ARWa 13% 0%
-/‘1"‘"‘.
- R R R e [ A )
r = e e
. S

€39 6% B4viS4AT omwy

Figura 2.6. Desenvolvimento diario da descendéncia de V. destructor em criagdo de zangdo e de
obreira de 4. mellifera (adaptada de Martin, 1997)

Apenas as fémeas adultas do acaro sobrevivem fora dos alvéolos de criagao,

iniciando a sua fase forética (isto ¢, periodo em que as fémeas adultas do &acaro
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permanecem sobre as abelhas adultas), por um periodo médio de quatro a cinco dias,
antes de invadirem, novamente, outros alvéolos com criagdo para iniciar um outro ciclo
reprodutivo (De Jong et al., 1984; Kraus et al., 1986, Sammataro et al., 2000).

Cada acaro fémea pode, em média, efectuar 2 a 3 ciclos reprodutivos (Martin e
Kemp, 1997), embora o nimero de ciclos possa variar em fungao das diferentes ragas de
abelhas (Kralj e Otis, 1999).

No entanto, elas podem sobreviver sobre as abelhas adultas por longos periodos
(varios meses) sem se reproduzir (Rath, 1990). Quando separadas do seu hospedeiro
vivo, apenas sobrevivem entre 18 a 70 horas (De Guzman et al., 1993).

Segundo Branco et al. (1999) a da taxa de crescimento real de uma populagao de
varroas em colonias de abelhas meliferas portuguesas pode ser determinada pela
monitorizagdao do seu crescimento exponencial através do tempo.

Na regido em estudo, a dinamica populacional do acaro caracteriza-se por um
crescimento gradual durante a Primavera, para alcangar o seu pico provavelmente no
fim do Verao como ocorre em paises de climas temperados (Fries et al., 1994; Fries e
Perez-Escala, 2001). Geralmente, um grande nimero de coldnias pode sucumbir durante
o més de Agosto ou Setembro, enquanto que outras podem sucumbir durante o Inverno.
No Nordeste de Portugal, geralmente com a invernagao das colonias, entre Novembro a
Fevereiro, constata-se uma diminui¢do consideravel na populacdo de &caros.
Contrariamente a caracterizagdo descrita, para climas mediterraneos (nomeadamente
para o Sul de Portugal), por autores como Branco et al. (1999) e Murilhas (2002), os
quais referem que nestes climas a dindmica populacional do acaro ¢ caracterizada por

um crescimento exponencial devido ao facto de existir criagdo ao longo de todo o ano.

2.4.3. Meios de Controlo da Varroose

Naturalmente, as abelhas meliferas possuem mecanismos de defesa naturais,
designadamente: (1) a sua cuticula quitinosa que serve de barreira entre o meio
ambiente interno e externo; (2) a microflora intestinal da abelha, que pode proteger cada
abelha individualmente contra as doengas infecciosas (Gilliam et al., 1988; Jacobs et
al., 1990; Dustmann, 1993; Glinski e Jarosz, 1995); (3) os mecanismos de defesa celular

(hemocitos) e as reaccdes humorais (enzimas e factores antimicrobianos), que podem
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contribuir para a resisténcia as infecgoes (Jacobs et al., 1990); (4) pecas anatomicas,
como o proventriculo, que lhes permite filtrar os esporos ingeridos (Dustmann, 1993);
(5) as respostas individuais, associadas com a curta duracao da vida das abelhas e a sua
répida substituicao por outros elementos saudaveis, que podem limitar a propagacao das
infeccdes entre as abelhas de uma colénia (Boecking e Spivak, 1999); e (6) os
comportamentos etoldgicos individuais ou colectivos (Arathi ez al., 2000).

Entre os mecanismos de defesa das abelhas meliferas deve-se salientar também o
comportamento higiénico, como um dos exemplos mais estudados de defesa
comportamental das abelhas as doencas. Este comportamento tem sido identificado,
avaliado e seleccionado como um dos principais mecanismos de defesa natural das
abelhas relativamente as doengas da criagao (nomeadamente aos agentes bacterianos e
fingicos), uma vez que contribui para a reducao da massa infectante da colonia. A partir
da década de 1960, a utilizacdo de ‘“abelhas higiénicas” evidenciou excelentes
resultados no controlo das loques (americana e europeia) ¢ da ascosferiose
(Rothenbuher, 1964a, b; Thompson, 1964; Trump et al., 1967; Rothenbuher et al.,
1968; Message, 1979; Message e Gongalves, 1980; Taber, 1982; Gilliam et al., 1983;
Spivak e Gilliam, 1993; Sammataro, 1996; Palacio ef al., 2000; Invernizzi, 2001).
Posteriormente, foi também considerado um mecanismo de defesa relativamente a
varroose (Peng et al., 1987b; Boecking e Drescher, 1992; Spivak, 1996; Spivak e
Gilliam, 1998b; Boecking e Spivak, 1999; Flores et al., 2001). A utilizacdo de abelhas
seleccionadas para manifestar um eficiente comportamento higiénico parece ser um
relevante contributo para o controlo destas patologias. A sua crescente importancia
advém da aparente ineficdcia e das multiplas consequéncias nefastas atribuidas a
principal forma de controlo: a utilizacao de quimicos a nivel (inter) nacional.

Este aspecto, e agora especificando para o caso concreto da varroose, ¢
evidenciado pela constatacao de que varios tém sido os produtos quimicos utilizados na
tentativa de controlar esta ectoparasitose. A sua utilizagdo massiva foi originada pela
necessidade urgente de desenvolver, e por em pratica, medidas de controlo efectivas,

apo6s a invasao da Europa Ocidental por esta desastrosa parasitose.
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2.4.3.1 Controlo Quimico

Apos a deteccao dos primeiros casos de varroose em abelhas europeias (no ano de
1964, em Ossuria junto a Chechénia), os apicultores e os técnicos do sector utilizaram
todo o tipo de produtos acaricidas disponiveis para o controlo desta patologia. A
“primeira geragdo” de tratamentos para o controlo da varroose foi desenvolvida, na
década de 1970, em paises da Europa Central, principalmente na Alemanha (Pajuelo,
2000). As formas de aplicagdo mais comuns baseavam-se, entdo, no uso de aerossois,
sprays, € pos (por fumigagao, pulverizagao e/ou polvilhagao), os quais actuavam poucos
dias (3 a 4) apos a aplicagdo (Ben Hamida, 1997; Pajuelo, 2000).

Entretanto, foram desenvolvidos novos métodos quimicos que conduziram a
alteragdo das formas de aplicagdo. O primeiro acaricida sintético foi o Clordimeforme,
que depois foi abandonado devido a problemas de residuos (Ruttner et al., 1980).
Possivelmente, o primeiro tratamento utilizado na maior parte dos paises europeus, foi o
Folvex VA® (cujo principio activo é o bromopropilato), desenvolvido em 1975 na
Europa, baseado noutro acaricida ja existente (“Folvex”), para o tratamento da
nosemose (Ben Hamida, 1997; Pajuelo, 2000). O Folvex VA®, ainda que bem tolerado
pelas abelhas adultas e pela criacdo (Klepsh et al., 1983), apresentava varias
desvantagens. Entre estas, dificuldades de aplicacdo e uma eficicia reduzida ao
momento da sua aplicacao (Pajuelo, 2000). Por sua vez, quando fumigado, originava
residuos nos produtos apicolas, nomeadamente na cera e no mel (Wallner, 1999).

Na década de 1980 foi desenvolvido e comercializado o Perizin® (cujo principio
activo € o coumafos) (Ritter, 1988), um percursor da “segunda geragdo” de tratamentos
utilizados no controlo da varroose. A forma de aplicagdo era facil e rapida (solugdo de
agua com agucar, que por aspersao/gotejamento se aplicava sobre as abelhas) e que,
supostamente tinha um efeito sistémico. O seu elevado prego, a inicial falta de
disponibilidade do produto no mercado e uma elevada mortalidade inicial de abelhas
devido a toxicidade do produto, foram alguns dos problemas relacionados com a sua
utilizacao (Ben Hamida, 1997; Pajuelo, 2000). No Norte de Italia (Lombardia), chegou
a ser comprovada a deteccio de populagdes de acaros resistentes ao Perizin® (Spreafico

etal. 2001).
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Outro dos produtos comerciais que também surgia na mesma altura foi o Apitol®
(um derivado do tiazol). De aplicagao e efeitos semelhantes ao coumafos, nao teve
também éxito comercial devido as mesmas razdes anteriormente descritas para o
Perizin® (Ritter, 1988). Na década de 1980, foi também utilizado o amitraz (aplicado
sob diferentes formas de vaporizagdo) comercializado sob a designagdo de “Taktic”.
Posteriormente, € com o mesmo principio activo (amitraz), foi registrado o “Anti-varroa
Schering”, que também era aplicado sob a forma de vaporizagao (Pajuelo, 2000).

A “segunda geracao” de tratamentos surgiu pela necessidade de encontrar
produtos de maior eficacia e periodos de actividade mais prolongados (designados como
métodos de libertacdo lenta). Surgem novas formas de aplicagdo, nomeadamente
impregnando principios activos em tiras de plastico ou madeira, a partir das quais estes
eram libertados lentamente (Ben Hamida, 1997). Entre estes produtos, surge o Apistan®
[designacdo comercial para o principio activo fluvalinato, contido em tiras de
policloreto de venilo (PVC)] (Borneck e Merle, 1988). Rapidamente o Apistan se
tornou num dos produtos mais amplamente utilizados em todo o mundo. Contudo,
produtos comerciais com fluvalinato desenvolvidos para a produgio vegetal (Klartan® e
Mavrik®), foram também adoptados por muitos apicultores. Estes produtos nio estavam
homologados para uso apicola mas foram amplamente administrados, usando tiras de
madeira impregnadas com quantidades de fluvalinato pouco controladas, o que,
possivelmente, originou varios relatos da sua ineficacia (Ben Hamida, 1997).

De forma similar, tiras construidas em polietileno e contendo flumetrina
(designagdo comercial de Bayvarol®) comecaram a ser comercializadas em alguns
paises Europeus.

Nos ultimos anos, surgiram “novas formulagdes” comerciais. O Apivar® (amitraz
impregnado em tiras de plastico), comercializado em varios paises Europeus (Richez e
Le Conte, 1995; Floris et al., 2001) e o CheckMite® (coumafos), correntemente
utilizado nos Estados Unidos (Spivak e Reuter, 2001), sdo exemplos dessas “novas
formacdes”.

Actualmente, alguns dos acaricidas mais comummente utilizados a nivel mundial
s30 o Apistan®, o Bayvarol®, o Apivar®, o Perizin®, o Apitol® e o CheckMite® (Santiago
et al., 2000; Floris et al., 2001; Spivak e Reuter, 2001; Martin, 2004; Mutinelli e
Baggio, 2004).
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Em Portugal apenas existem dois acaricidas sintéticos homologados para o
controlo da varroose (o Apivar® e o Apistan®), ainda que outros produtos, nio
autorizados para uso apicola, possam eventualmente estar a ser utilizados por varios

apicultores nacionais.

2.4.3.2 Via alternativa de controlo da Varroose

Neste contexto, e considerando todas as consequéncias nefastas que (in)
directamente lhe possam ser atribuidas (por exemplo, presenca de residuos no mel,
acumulagdo de residuos na cera/propolis € o aparecimento de populagdes de acaros
resistentes) (Milani, 1999; Wallner, 1999; Martin, 2004; Bogdanov, 2006), nos ultimos
anos tem sido intensificada a investigacdo, aplicada a utilizagdo de produtos organicos,
como uma via de controlo alternativo a varroose.

Segundo Colin (1997) existem trés categorias de produtos naturais que podem ser
utilizados como uma via alternativa de controlo da Varroose.

Na primeira categoria estao incluidas as moléculas produzidas pelo metabolismo
animal (Colin, 1997), ou seja, os acidos organicos, tais como o acido formico e o acido
lactico (Sabatini et al., 1994; Imdorf et al., 1996). Embora nao seja de origem animal, a
utilizacao do acido oxalico como acaricida tem sido uma pratica corrente nos ultimos
anos (Gregorc e Planinc, 2001, 2002; Gregorc e Poklukar, 2003), particularmente na
regido central de Italia, pela sua alta eficacia e baixos riscos de residuos no mel
(Mutinelli et al., 1997; Marinelli et al., 2004).

Na segunda categoria de produtos naturais, utilizados para o controlo da Varroose,
estdo incluidos os extractos de plantas aromaticas ou oleaginosas (Colin, 1997;
Sammataro et al., 1998). As principais moléculas activas obtidas a partir de dleos
essenciais sao: o timol, o mentol, a camfora e o eucaliptol (Colin, 1990). O timol foi
uma das primeiras moléculas utilizadas eficazmente no controlo da varroose (Lodesani
et al., 1990 e Chiesa, 1991). Surgiram também formulagdes comerciais como o
Apilife/Var®, baseado em misturas contendo varias propor¢des de timol, mentol,
canfora e eucaliptol (Imdorf et al., 1996) e o Apiguard (produto comercial a base de

timol) (Trouiller e Watkings, 2001; Mattila e Otis, 1999; Mattila et al., 2000).
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Na terceira categoria estao incluidos os métodos ou produtos permitidos em
agricultura bioldgica (Colin, 1997), como os sais de cobre, sendo considerado o
gluconato cuprico como o menos perigoso para as abelhas (Guiraud ef al., 1989).

Viarios estudos sobre estes produtos naturais, principalmente o timol e o acido
férmico, mostraram alguns resultados promissores (Gregorc e Planinc, 2001, 2002;
Gregorc e Poklukar, 2003; Marinelli et al., 2004; Mattila e Otis, 1999; Mattila et al.,
2000; Eguaras et al., 2001). Porém, a utiliza¢ao de produtos naturais, como uma via de
controlo alternativo a varroose, apresenta, também algumas limitagdes e consequéncias
nefastas. Entre estas, a elevada variabilidade na eficacia da maioria das substancias
organicas ¢ a dificuldade (algumas vezes perigosidade) de aplicagdo dos distintos
métodos pelos apicultores. Por outro lado, a morosidade de aplicagdo de alguns destes
produtos, a necessidade de uma maior frequéncia de visitas ao apiario ¢ o efeito da
temperatura no momento de aplicacdo (e, possivelmente, também a dificuldade de
eleicdo do melhor produto ou sistema de aplicacdo face devido as diferentes
formulacdes e alternativas comerciais existentes), sao algumas das principais limitagdes
associadas a sua utilizacao (Eguaras et al., 2001; Rice et al., 2004)

Pode-se assim afirmar que, na maioria dos paises europeus, nomeadamente em
Portugal, a varroose continua a ser a patologia que maiores danos provoca a apicultura,
havendo uma especial atencdo na defini¢ao das principais estratégias de controlo que
devem ser seguidas.

Neste contexto, pode-se afirmar que o acaro V. destructor tem provocado enormes
perdas, obrigando a utilizacdo de tratamentos quimicos de sintese para evitar a morte
das coldnias e a perda dos apiarios. Estes tratamentos t€ém ajudado a conter a situacao,
embora tenham originado novos problemas, especialmente o aparecimento de residuos
nos produtos apicolas e a resisténcia da varroa as principais substancias activas
utilizadas (Milani, 1999; Wallner, 1999; Spreafico et al., 2001; Thompson et al., 2002;
Martin, 2004; Mutinelli e Baggio, 2004; Bogdanov, 2006). Estes problemas levaram ao
desenvolvimento de varios programas de investigacao usando distintas vias alternativas
para o controlo desta patologia. Estas concentram-se essencialmente, em trés areas: (1)
controlo quimico e/ou biologico; (2) técnicas de maneio (biotécnicas) que podem ajudar
a limitar o crescimento da populagdo de varroas nas colonias e, 3) actuacdo a nivel da

genética, incluindo trabalhos sobre os mecanismos de defesa contra a varroa
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apresentados pelas abelhas meliferas. Estes mecanismos de defesa podem ser agrupados
em: a) comportamento higiénico das coldnias; b) mecanismo de auto-limpeza ou
limpeza de grupo; c) reproducao diferencial do parasita; d) atractividade da criagao para
o acaro fémea e e) duragdo do periodo de operculagdo. Varias variaveis com impacto
sobre cada um destes mecanismos de defesa podem ser englobadas em programas de
investigacao para seleccao de colonias de abelhas mais tolerantes a varroa (Vandame,
1996, Vandame et al., 1998; 2000; Guzman-Novoa et al., 1999; Boecking e Spivak,
1999).

Face a todas estas limitagdes anteriormente referidas (quer ao nivel do controlo
quimico, quer ao nivel controlo alternativo), nos ultimos anos, tém surgido alguns
trabalhos (Ellis, 2001; Sammataro et al., 2004; Rice et al., 2004) no sentido de
desenvolver uma estratégia integrada para o controlo desta patologia, baseada na
combinagdo dessas varias formas de controlo (quimico e/ou bioldgico, biotécnicas e
actuacdo a nivel da genética). Esta parece ser actualmente uma opcgdo viavel e

desejavel.

2.5 Mecanismos de tolerancia da espécie A. mellifera ao acaro V.

destructor

A relagdo de equilibrio entre o acaro V. jacobsoni € a A. cerana tem sido usada
como um modelo para estudo da tolerancia das abelhas 4. mellifera, relativamente ao
acaro V. destructor. A abelha asiatica (4. cerana) manifesta comportamentos defensivos
que ajudaram a manter o numero de acaros controlados dentro de limites toleraveis
pelas colonias. Estes mecanismos, incluem factores relacionados com o ciclo
reprodutivo dos acaros fémeas e diferentes comportamentos defensivos das abelhas
desta espécie frente aos acaros, comparativamente a 4. mellifera (Rath, 1999).

Os factores que tém sido indicados como limitantes da reprodugdo dos acaros
englobam a preferéncia das fémeas reprodutoras do acaro pelos alvéolos de criagao dos
zangaos. Esta preferéncia pode estar relacionada com menores periodos de operculagao
nesta espécie, quer na criagdo de obreira, quer na de zangdo. Consequentemente, a
maioria das varroas apresentam taxas reprodutivas muito baixas nos alvéolos de criagao

de obreiras (comparativamente a A. mellifera), sendo a sua reprodugdo efectiva
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praticamente limitada ao ciclo sazonal da produgao de zangaos no interior da coldnia (o
que representa uma muito baixa percentagem dos potenciais hospedeiros) (Boecking e
Drescher, 1994; Fries et al., 1994).

Além disso, as obreiras de A4. cerana manifestam diferentes comportamentos
defensivos, nomeadamente um elevado comportamento de auto-limpeza ou limpeza de
grupo ¢ um elevado comportamento higiénico (o que lhes permitem removerem os
acaros rapidamente; Peng et al., 1987a; b; Rath e Drescher, 1990; Biichler ef al., 1992;
Rosenkranz et al., 1993; Biichler, 1994, 1997). Estes factores permitem compreender as
razdes pelas quais esta parasitose causa pequenos danos ao seu hospedeiro original (4.
cerana).

No entanto, como ja anteriormente foi referido, as colonias de A. mellifera
morrem geralmente no intervalo de um a trés anos apos o inicio de uma infestagao
(Chastel et al., 1991; Murilhas, 1998; Thompson et al., 2002). Neste caso, o nivel a que
todos estes factores sdo expressos permitem o rapido crescimento populacional da V.
destructor em colonias de A. mellifera (Denholm, 1999). Por exemplo, nos zangaos a
fase de operculagdo ¢ maior (comparativamente ao observado em colénias de A.
cerana), permitindo o completo desenvolvimento aumentando, em muito, o numero de
fémeas férteis produzidas pr ciclo reprodutivo (Martin, 1995b; Danka et al., 1997, Kralj
e Otis, 1999). Por outro lado, a temperatura nos alvéolos de criagao das colonias de A.
mellifera parece ser mais propicia ao ciclo reprodutivo da varroa (Le Conte e Arnold,
1988; Le Conte et al., 1990).

Acresce que, apesar das colonias de A. mellifera de origem europeia manifestarem
também o comportamento higiénico, a expressao com que o fazem ¢ muito limitada
quando comparado com a da A4. cerana (Peng et al., 1987a; Boecking e Drescher, 1990,
1992; Boecking et al., 1993; Boecking e Ritter, 1993; Boecking e Drescher, 1994;
Biichler, 1994, 1997; Spivak, 1996, Boecking e Spivak, 1999). Estudos recentes
Ibrahim e Spivak (2006) demonstram que o comportamento higiénico perante alvéolos
de criacao de obreira infestada pela varroa pode ser um importante factor de tolerancia a
varroose em coldnias de abelhas meliferas ocidentais. O mesmo sucede relativamente
ao comportamento de auto-limpeza ou limpeza de grupo (Peng et al., 1987a; Moretto et
al., 1991; Bichler et al., 1992; Boecking e Ritter, 1993; Moretto et al., 1993
Rosenkranz et al., 1997; Aumeier, 2001).
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Resumidamente pode-se assim afirmar que a dindmica populacional deste 4caro ¢
determinantemente influenciada pelas inter-relagdes hospedeiro-parasita. As diferencas
de susceptibilidade da A. mellifera relativamente a varroose reflectem-se nos elevados
niveis de infestagdo frequentemente observados nesta espécie. A dinamica populacional
da varroa envolve varios processos: a imigragdo das varroas que parasitam as abelhas
forrageiras, a invasao dos alvéolos de criagao, a reproducdo, a emigragdo de varroas
para outras coldnias e, finalmente, a sua taxa de mortalidade. Cada um destes processos
pode ser influenciado por factores, tais como os mecanismos de defesa das abelhas
contra o parasita, a reproducao diferencial do acaro e a adaptabilidade do &caro ao seu
hospedeiro (Boecking e Ritter, 1994; Boecking e Spivak, 1999).

A duracao do periodo de operculacao da criagao das abelhas (que poderd ser
limitante para a taxa de reproducgdo do acaro), a atractividade pela criacao de obreiras de
diferentes origens genéticas ou a presenca de acaros fémeas inférteis nos alvéolos de
criagdo tém sido discutidos como factores que podem limitar o crescimento
populacional do acaro (Moritz, 1985; Biichler et al., 1992; Danka et al., 1997; Harbo e
Harris, 1999; Boecking e Spivak, 1999). Adicionalmente, o numero de ciclos
reprodutivos, o nimero de fémeas descendentes (por cada fémea fundadora) e a duragao
do periodo forético, influenciam também o crescimento populacional dos acaros (Fries
et al., 1994).

Nesta perspectiva, um maior comportamento higiénico podera ser um importante
contributo para o controlo da varroose, na medida em que a remogdo da criagdo
parasitada pode, teoricamente, limitar o crescimento das populagcdes de acaros nas
colonias. Aspectos relevantes por essa limitagdo podem incluir (1) 4caros imaturos (que
podem ser danificados ou mortos como consequéncia do comportamento de remocgao de
formas juvenis pelas obreiras) que nao finalizam o seu desenvolvimento (diminuindo,
assim, o numero médio de descendentes por fémea reprodutora); (2) varroas
reprodutoras que podem ser danificadas, removidas ou mortas durante o processo de
remo¢ao de formas juvenis (com a consequente diminuicdo do nimero de fémeas
reprodutoras); ou (3) a reducdo do nimero de ciclos reprodutivos por varroa durante o
seu ciclo de vida (Rath e Drescher, 1990; Fries et al., 1994).

Assim, o comportamento higiénico tem sido uma das caracteristicas mais

amplamente utilizadas, como critério de seleccdo, em varios programas de

49



Capitulo 2 —Importancia do comportamento higiénico

melhoramento genético que visam aumentar a tolerancia da 4. mellifera &s patologias
apicolas. Existem varios exemplos da utilizagao de linhas de abelhas higiénicas e dos
seus beneficios. Na década de 1980, foram selecionadas rainhas higiénicas nos Estados
Unidos (Califérnia) com fins comerciais (Taber, 1982; Taber e Gilliam, 1987). Na
Dinamarca, apos 4 anos de seleccdo e melhoramento genético, rainhas obtidas a partir
de linhas higiénicas de abelhas foram comercialmente avaliadas pelos apicultores
dinamarqueses. As colonias nas quais estas rainhas foram introduzidas apresentaram
uma elevada reducao na incidéncia de ascosferiose, relativamente as coldnias originais
dos seus apiarios (9,1% versus 71,4% respectivamente) (Holm, 1985 e Spivak e
Gilliam, 1998a). Neste ambito, foram também iniciados programas de melhoramento
genético, em outros paises, como por exemplo no Chile (Kefuss, 1993, 1995; Kefuss et
al., 1996), na Australia (Oldroyd, 1996), na Argentina (Palacio et al., 2000) ou na
Alemanha (Biichler, 2000). Paralelamente, programas de melhoramento genético
recorrendo a metodologia de morte da criagdo pelo frio, para identificar e selecionar o
comportamento higiénico como um factor de tolerancia as doencas da criacao (loque
americana e ascosferiose) e a varroose foram iniciados, a partir de 1993, nos Estados
Unidos por varios investigadores Spivak e Gilliam (1993) e Spivak e Reuter (1998c).
Uma linha de coldnias higiénicas resultantes deste projecto, designada como “linha
higiénica de Minesota”, foi avaliada em apiarios comerciais. Os resultados (relativos ao
periodo compreendido entre 1996 e 1998) demonstraram que as colonias com rainhas
selecionadas destas linhas apresentavam uma redugdo no nivel de incidéncia destas
patologias e no nivel de infestagdo com V. destructor (ainda que menos evidente),
quando comparadas com colénias nao selecionadas. Além disso, estas colonias
produziram quantidades iguais ou superiores de mel, pelo que, aparentemente, esta
caracteristica pode ser seleccionada sem comprometer a producao de mel (Spivak et al.,
1995; Spivak e Reuter, 1998b, c; 2001, 2005).

Paralelamente, outras linhas de investigagao desenvolvidas nos Estados Unidos,
avaliaram e selecionaram linhas de abelhas higiénicas a partir de abelhas importadas da
Russia (regido de Primorsky), as quais mostraram um elevado grau de higiene
comparativamente a colonias locais (Rinderer et al., 1993, 1999, 2001a, b; Danka et al.,

1995; De Guzman et al., 2001a, b, 2002b).
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No sentido de investigar os mecaniscos relativos a supressao da reprodugao da V.
destructor e determinar como as abelhas podem reduzir o sucesso reprodutivo deste
acaro, foi desenvolvido outro programa de seleccdo e melhoramento genético. A
supressao da reproducao do acaro ¢ um dos factores de tolerancia e tem sido referido
como um caracter associado a colonias de abelhas que sobreviveram a varroose, € que ¢
hereditario (h’=0,46) (Harbo e Hoopingarner, 1997; Harbo e Harris, 1999a). Este
programa desenvolvido em Baton Rouge (Estados Unidos da América) entre 1999 e
2000, visava avaliar se as rainhas seleccionadas conferiam as suas coldnias um nivel
aceitavel de tolerancia. Ao serem criadas em condi¢gdes normais de produgdo (por
quatro produtores de rainhas em diferentes localidades; Texas, Louisiana, Michigan e
Ohio) e acasaladas naturalmente com zangaos nao selecionados das diferentes regides,
poderiam ser produzidas para fins comerciais. Foram assim seleccionadas linhas
higiénicas (“Suppression of Mite Reproduction - SMR”), as quais apresentavam uma
redug¢do no nivel de infestagdo com varroa, quando acasaladas naturalmente com os
zangaos das diferentes localidades (Harbo, 1996; Harbo e Harris, 1999a, b; 2001).

Segundo Spivak e Reuter (2005) a partir de 2001 foi utilizado um outro critério de
selecgdo (a supressao da reproducdo do acaro; “SMR”) associado a “linha higiénica de
Minesota”. ApoOs a avaliacdo da “linha higiénica SMR” em apiarios comerciais, estes
autores verificaram que existia uma reducao elevada do nivel de infestagdo com varroa
nestas coldnias quando comparadas com a “linha higiénica de Minesota” inicial ou com
colonias nao seleccionadas. Sugeriram assim que a combinacao das duas caracteristicas
(comportamento higiénico ¢ SMR) podera simultanemente aumentar o grau de
expressao do comportamento higiénico e auxiliar na supressao da reproducao de um

numero relevante de varroas, facto este, recentemente confirmado por Ibrahim e Spivak

(2006).

2.5.1 Comportamento higiénico em abelhas meliferas

O estudo dos mecanismos genéticos inerentes ao comportamento higiénico em
colonias de abelhas A. mellifera figura entre os estudos classicos sobre o
comportamento animal (Rothenbuher, 1964). Uma das razdes mais plausiveis da sua

importancia reside no facto do comportamento higiénico das abelhas meliferas ser o
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unico entre os insectos sociais. Este comportamento unico pode ser uma adaptagdo
ditada pela reutilizacdo dos alvéolos porque, ao contrario de outros insectos sociais
como o abelhdo (Bombus spp.) e as abelhas sem ferrdo (Meliponini spp.), as abelhas
meliferas reutilizam os alvéolos apds a emergéncia da criacdo, em vez de construirem
novos alvéolos. Alguns outros insectos como, por exemplo, as abelhas solitarias Nomia
melanderi e Lasioglossum versatum, sao conhecidos por, normalmente, deixarem a
criagdo doente (sepultada) sob os alvéolos operculados, nao sendo estes reutilizados
(Spivak e Gilliam, 1993).

As primeiras observagdes detalhadas sobre o comportamento higiénico em
abelhas meliferas e sobre a possibilidade de seleccionar abelhas resistentes a loque
americana (P. [. larvae) foram efectuadas por Park e seus colaboradores nos anos 30, ao
verificarem que as larvas e pupas mortas por esta doenca, frequentemente, eram
extraidas dos alvéolos (Newton e Ostasiewski, 1986; Taber, 1995; Kefuss et al., 1996;
Spivak e Gilliam, 1998). Na década de 1950, Ruthenbuhler iniciou uma longa e
produtiva pesquisa sobre os mecanismos de resisténcia a loque americana e sobre o
comportamento higiénico. Estes estudos culminaram com a publicagdo, a partir de
1964, das famosas seis séries de artigos sobre os mecanismos genéticos do
comportamento higiénico em abelhas meliferas (Spivak e Gilliam, 1998). Este trabalho
foi reconhecido como um classico do efeito da hereditariedade Mendeliana dos genes
sobre o comportamento (Alcock, 1993 e Gould, 1982, citados por Spivak e Gilliam,
1998), demonstrando ambos os efeitos, genético e ambiental, desta caracteristica tao
importante economicamente (Spivak e Gilliam, 1998).

O comportamento higiénico ¢ constituido basicamente por duas componentes, a
desoperculagao dos alvéolos contendo cria morta (ou doente) operculada e a remogao
dos conteudos desses mesmos alvéolos. Rothenbuher (1964) propos um modelo de dois-
loci para a hereditariedade do comportamento higiénico, com cada /ocus a controlar a
expressao de cada uma das componentes deste comportamento. Segundo este modelo, o
comportamento higiénico ¢ controlado por dois pares de genes independentes e
recessivos, um para a desoperculagdo e o outro para a remogao da criagdo doente (ou
morta) existente nesses alvéolos (Woyke, 1976; Message e Gongalves, 1980; Gilliam et
al., 1983; Holm, 1985; Newton e Ostasiewski, 1986; Rinderer e Collins, 1986; Moritz,
1988; Gilliam, 1990; Moritz e Southwick, 1992; Kefuss et al., 1996; Spivak, 1996).
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Assim, de acordo com este modelo de dois-/oci, devera existir uma classe de abelhas
higiénicas homozigoticas para um dos /ocus, que manifestara o comportamento de
desoperculagcdo dos alvéolos com cria morta (ou doente) e outra classe de abelhas
higiénicas para o outro locus que devera manifestar o comportamento de remog¢ao do
conteudo dos alvéolos desoperculados. Abelhas que sejam homozigoticas para ambos os
loci deverdo, consequentemente, estar predispostas geneticamente para executarem
ambos as componentes deste comportamento (desoperculacao e remog¢ao).

Ruthenbuhler determinou as bases genéticas de tdo complexo comportamento ao
verificar que coldnias de abelhas higiénicas eliminavam rapidamente as larvas doentes,
enquanto que outras colonias ndo o faziam considerando que o comportamento
higiénico comportamento higiénico era o principal mecanismo de defesa contra a loque
americana (Message, 1979; Gilliam et al., 1983; Holm, 1985; Milne, 1985; Newton e
Ostasiewski, 1986; Rinderer e Collins, 1986; Moritz ¢ Southwick, 1992; Page e
Laidlaw, 1992; Spivak e Gilliam, 1993; Kefuss et al., 1996; Spivak e Gilliam, 1998a, b)
e a ascosferiose [(Gilliam et al., 1983; Milne, 1983; Gilliam et al., 1988; Murray, 1993)
(Palacio et al., 2000)]. E considerado também um dos potenciais mecanismos de defesa
relativamente a varroose (Sammataro, 1996; Spivak e Gilliam, 1998; Boecking e
Spivak, 1999).

Este principio hereditario foi posteriormente reavaliado e considerado como
”simplista”. De facto, Moritz (1988) propds um modelo multi-/oci (trés-loci) sugerindo
que o comportamento higiénico seria o resultado de um mecanismo genético muito mais
complexo do que uma “simples segregacdo Mendeliana”. Um modelo idéntico, baseado
no pressuposto de que o comportamento higiénico seria controlado por 3 pares de genes
recessivos (sendo dois responsaveis pela deteccdo e desoperculagdo, respectivamente e,
um terceiro par, responsavel pela remogao da criacdo) foi posteriormente proposto por
Gramacho (1999).

Recentemente, surgiram neste dominio alguns estudos que recorreram ao uso de
técnicas moleculares. Um novo mapa genético foi construido e utilizado para identificar
quantos /oci podem influenciar este comportamento. Foram detectados 7 /oci associados
ao comportamento higiénico. Individualmente, cada um dos loci apenas contribui, numa
percentagem relativamente baixa, para a expressao deste comportamento. As bases

genéticas do comportamento higiénico sdo assim muito mais complexas do que
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inicialmente se julgou e devem ser mais investigadas através da genética quantitativa
(Lapidge et al., 2002; Wilkes e Oldroyd, 2002).

Deste modo, apesar da indiscutivel relevancia dos estudos de Ruthenbuhler e dos
seus seguidores, actualmente ainda ndo estdo totalmente clarificados os mecanismos
genéticos que regem o comportamento higiénico, assim como, quais os estimulos que
estardo envolvidos neste processo.

O comportamento higiénico parece ser uma resposta generalizada das abelhas
meliferas aos agentes patogénicos e parasitas que sobre elas incidem. Todavia, a sua
expressao parece ser influenciada por multiplos factores, principalmente os factores
ambientais. Por exemplo, a idade das obreiras (Thompson, 1964), a populacdo da
colonia, o fluxo de néctar (Momot e Rothenbuhler, 1971), a temperatura, a humidade e
condigdes (ceras novas ou velhas) dos quadros de criagdo (Message, 1979; Message e
Gongalves, 1980).

Existem também outros factores que podem influenciar na dimensao da expressao
do comportamento higiénico, os quais estdo relacionados com o processo de
reconhecimento dos alvéolos com criacdo doente, morta ou parasitada. Na realidade,
ainda nao se conhece o processo utilizado pelas obreiras para determinar qual a criagao
parasitada dentro dos alvéolos operculados. Os estimulos que, possivelmente, regulam
este reconhecimento sdao essencialmente sinais olfactivos, emanados pela criagdao
doente, pelo acaro (Boecking e Spivak, 1999) ou por ambos (&caro e criagdo doente).

Assim, a identificacdo desta criagao pode ser efectuada principalmente por trés
tipos de factores (ou pelas suas interac¢des). Sinais quimicos (compostos quimicos
volateis) emanados da criagdo doente, parasitada ou morta, que podem ser
percepcionados pelas abelhas como “odor anormal” (Titera e Kokkoris, 1994; Spivak e
Downey, 1998; Gramacho et al., 1999; Nazzi et al., 2002, 2004). Os compostos polares
da cuticula dos acaros também podem eventualmente ser sentidos pelas obreiras
(Aumeier e Rosenkranz, 2001; Martin et al., 2001, 2002). Estimulos ou sinais
mecanicos (movimentos anormais e/ou vibragdes no interior do alvéolo com criagao
parasitada), podem também ser detectados pelas abelhas. Admite-se também a
possibilidade de sinais acusticos estarem envolvidos neste processo (Boecking e
Drescher, 1994). Finalmente alguns autores admitem também o envolvimento de sinais

térmicos. A explicacdo plausivel para este tipo de estimulos, baseia-se na possibilidade
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das abelhas detectarem a diferencas entre o calor produzido por uma pupa saudavel e

uma doente ou parasitada (Gramacho et al., 1997).

2.5.2. Metodologias para detec¢cao do comportamento higiénico

A literatura sobre as metodologias utilizadas para avaliar o nivel de
comportamento higiénico mostrado pelas colonias ¢ extensa. Alguns dos estudos mais
importantes sobre as metodologias desenvolvidas para avaliar o comportamento

higiénico em abelhas meliferas sdo referidos seguidamente (Quadro 2).

Quadro 2.2. Principais metodologias utilizadas na avalia¢gdo do comportamento higiénico

Autor Metodologia

(Park, 1936) Inser¢do de uma seccdo de favo contendo criagdo
morta (ou restos de criagdo morta) com P. /. larvae;
Inoculagdo com esporos de P. [. larvae de uma secgao

de favo de criagdo (favo teste).

(Rothenbuher, 1964b) Morte da criagdo com gas cianidrico.
(Thompson, 1964)

(Gongalves e Kerr, 1970) Morte da criagdo (sec¢do de favo 5x10 cm) por

congelagao.

(Newton e Ostasiewski, 1986) Morte da criagdao por pungao.

(Taber e Gilliam, 1987) Inoculagdo de mumias de A. apis (apdés a sua
maceragao).
(Titera e Kokkoris, 1994) Morte da criagdo por injeccdo de agua, etanol, solugao

salina, restos de zangdo e de acaros V. destructor em

solucao salina.

(Spivak e Reuter, 1998a) Morte da criagdo com azoto liquido.

As colénias podem ser “facilmente identificadas” para este comportamento
higiénico, mediante a realiza¢ao de ensaios de campo (Spivak e Downey, 1998; Taber,

1998), recorrendo a inoculagdo directa do agente patogénico (Gilliam et al., 1988) ou de
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acaros (Boecking e Drescher, 1990; Spivak, 1996; Boecking e Spivak, 1999; Flores et
al.,2001).

2.5.2.1. Teste de morte da criacio com gas cianidrico

No ano de 1964, Jones e Rothenbuhler foram os primeiros investigadores a
utilizar gas cianidrico para matar a criagdo, em vez da utilizacao de secgdes de favo com
restos de criagdo morta pela loque americana Rothenbuher (1964b) e Momot e
Rothenbuhler (1971). Esta metodologia surgiu devido a problemas inerentes a
disseminagdo desta patologia através da inoculagdo de colonias com esporos do agente
patogénico. No entanto, o uso de gas cianidrico ¢ ilegal na maioria dos paises, pelo que,
métodos menos perigosos para matar a criagdo foram posteriormente desenvolvidos

(Spivak e Gilliam, 1998a).

2.5.2.2. Teste de morte da criacao por congelacio

O primeiro estudo que utilizou o frio como agente para morte da criacao foi
realizado no Brasil, por Gongalves e Kerr (1970), baseado na congelagao de uma secgao
de favo com criagdao (5x10 cm) durante 48 horas (posteriormente descongelado a
temperatura ambiente, ou a 34°C, durante 6 horas). O tempo total considerado para
avaliacdo do nivel de remogao da cria morta foi de 48 horas. Posteriormente, o principio
basico desta metodologia foi utilizado por diferentes investigadores, com algumas
alteragdes. Concretamente, na area da sec¢do do favo amostrado, no periodo de
congelagdo, no periodo de tempo total considerado para a avaliacdo da remog¢ao da
criagdo morta e, inclusivamente, usando diferentes processos de morte da criagao.
Newton et al. (1975) foram os primeiros a utilizar o teste de morte da criacdo por
congelacdo para rastrear colonias nos Estados Unidos, no sentido de avaliar o seu
comportamento higiénico. Nos seus estudos congelaram um quadro inteiro com criagao
operculada (durante 24 a 72 horas, a -17°C) e, posteriormente, colocaram-no na colénia

a testar, anotando o tempo necessario para que as obreiras procedessem a remog¢ao da
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criagdo morta. Taber (1982) modificou esta metodologia usando um “favo teste” com
5x6 cm, contendo aproximadamente 100 larvas e pupas por cada lado. Este “favo teste”
foi cortado de um quadro de criagdo do interior do ninho, congelado a -20°C (durante 24
horas) e depois introduzido de novo na colmeia a testar. Foram classificadas como
higiénicas, as colonias que removeram a criagdo morta por congelagdo no intervalo de
48 horas (aquelas que demoraram mais de 6 a 7 dias foram classificadas como nao
higiénicas; Spivak e Downey, 1998).

Este ¢, possivelmente, o método mais efectivo para avaliar o comportamento
higiénico e um dos mais amplamente utilizados a nivel mundial (Woyke et al., 2004;

Spivak e Reuter, 2005).

2.5.2.3. Teste de morte da criacdo por puncio

Posteriormente, foi desenvolvida uma nova metodologia por Newton e
Ostasiewski (1986) utilizando, na avaliagdo do comportamento higiénico, a morte da
criagdo por pungdo efectuada com um alfinete entomoldgico. Este ensaio envolvia o
sacrificio de 21 crias (prepupas e pupas em alvéolos operculados) através da introdugao
de um alfinete entomologico pelo opérculo, em trés lotes de sete crias operculadas,
situadas aleatoriamente num quadro com criagdo operculada. Estes lotes foram
identificados mediante a utilizagdo de pionéses de diferentes cores. Este método nao
pressupde um trabalho tao intensivo como o método de morte por congelacao e, além
disso, nao provoca tanto prejuizo no quadro a testar, razdo pela qual tem sido
considerado um dos testes mais efectivos para avaliar a expressao do comportamento
higiénico em colonias de abelhas meliferas (Boecking e Drescher, 1998; Spivak e
Reuter, 1998b; Gramacho e Gongalves, 1999; Palacio et al., 2000; Flores et al., 2001;
Woyke et al., 2004). No entanto, os orificios (criados para pungao) que permanecem na
cera do opérculo dos alvéolos operculados e a exposi¢cdo da hemolinfa da larva ou pupa
perfurada podem aumentar a percentagem de remocao da criagao pelas obreiras (Spivak
e Downey, 1998), conduzindo a resultados provavelmente incorrectos. Outro problema
associado a esta metodologia € que a criagdo pode nao ser morta pelo alfinete (Spivak e

Downey, 1998; Gramacho et al., 1999).
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2.5.2.4. Teste de morte da criacido através da injeccio de acaros ou zingaos

macerados em solucio salina

Posteriormente, uma nova metodologia foi desenvolvida por Titera e Kokkoris
(1994), injectando a criagao operculada com agua, com solugado salina, com etanol, com
uma solucao salina contendo acaros macerados e/ou com uma solu¢do salina contendo
zangdaos macerados. A solucdo salina com acaros macerados nao estimulou o
comportamento de limpeza efectuado pelas obreiras, mas com os zangaos macerados

provocou uma forte reac¢ao.

2.5.2.5. Teste de morte da criacio por congelacio com azoto liquido

A partir de 1996, o método de morte da criagdo por congelagdo foi simplificado
pelo uso de azoto liquido para congelar uma sec¢do de favo directamente no quadro
(Spivak e Reuter, 1998a, b e c¢). Para aplicar esta metodologia ¢ necessario adquirir ou
construir de um tubo cilindrico e oco sobre o qual se derrama o azoto liquido para
congelar uma sec¢ao de criagdo operculada. Pode usar-se um tubo em PVC de 3
polegadas de didmetro e, pelo menos, 4 polegadas de altura (porque o azoto liquido
entra em ebulicdo em contacto com a criagdo). Para congelar a criacdo ¢ necessario uma
quantidade minima de, aproximadamente, 284 cm® de azoto liquido (para cerca de 160
alvéolos de criacdo de obreira operculada). Uma quantidade inferior poderd ndo matar
toda a criagdo e podera induzir uma margem inaceitavel de erro nos resultados da
avaliacdo do comportamento higiénico. Como procedimento bdasico, recomenda-se a
selec¢dao de um quadro de criagao operculada com, pelo menos, 3 polegadas de diametro
e com um numero inferior a 30 alvéolos de criagdo desoperculada no seu interior.
Seguidamente, dever-se-a colocar o quadro com a criagdo seleccionada na horizontal
(sobre um suporte) e derramar cuidadosamente o azoto liquido dentro do tubo de PVC.
Deve-se esperar algum tempo (cerca de 5 minutos), para que o tubo descongele e se
possa retirar (Spivak e Reuter, 1998a, 2005).

A utilizagdo do azoto liquido elimina a variabilidade da manipulacdo e do
descongelamento da sec¢do dos favos teste e reduz o nimero de vezes que uma colonia

tem de ser aberta. E de facil aquisi¢do, devida & sua disponibilidade de mercado. Além
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disso, a utilizagdo de azoto liquido ¢ a forma mais eficaz de congelar criagao (Oldroyd,
1996, Spivak e Downey, 1998; Spivak e Gilliam, 1998a). Estas evidéncias podem ser
comprovadas pela sua ampla utilizagdo em alguns programas de selec¢do e
melhoramento genético realizados em varios paises (Wilkes e Oldroyd, 2002; De
Guzman et al., 2002b). No entanto, esta metodologia tem os potenciais perigos
associados a manipulagdo do azoto liquido. Por esta razao, Boecking e Spivak (1999) e
Gramacho et al. (1999) defendem que o método de morte por pungao e por congelagao
pelo frio sao as metodologias de campo mais fidedignas/seguras para avaliar o nivel de
resposta de colonias de abelhas meliferas em termos de comportamento higiénico.
Recentemente, Spivak e Reuter (2005) reafirmam as suas convicgdes de que as duas
melhores metodologias para avaliar o comportamento higiéncio sdo, sem duvida, os

testes de morte da criacao pelo frio.

2.5.3. Métodos para detectar factores de tolerancia a varroose

A propagacao da varroose a nivel mundial despoletou o desenvolvimento de
varias linhas de investigagdo destinadas ao controlo da doenga. A maioria delas
centraram-se na luta contra o parasita V. destructor, quer através do uso de acaricidas de
sintese, quer através do uso de produtos alternativos (como por exemplo, alguns 6leos
essenciais). Todavia, foram igualmente desenvolvidas outras linhas de investigagao
centradas na biologia do &caro e na sua relagdo com as abelhas. A partir do final da
década de oitenta, o uso de acaricidas de sintese (nomeadamente do fluvalinato) parecia
proporcionar um tratamento eficaz ¢ de longo prazo para o controlo da varroa.
Consequentemente generalizou-se a sua utilizacdo, o que provocou um relativo
abandono destas linhas de investigagao fundamentais. Porém, esta utilizagdo repetida e
generalizada de acaricidas sintéticos originou (desde o inicio da década de 90),
populagdes de varroa resistentes ao fluvalinato (Lodesani et al., 1995) e,
posteriormente, também resisténcias cruzadas a flumetrina e a acrinatrina (Milani, 1995,
1999). Novos casos de fendmenos de resisténcia aos acaricidas (piretroides e
organofosfatos) mais utilizados internacionalmente na luta contra a varroa foram

surgindo em populagdes Europeias e Americanas de varroa, nomeadamente na Suica, na

59



Capitulo 2 —Importancia do comportamento higiénico

Franca, na Alemanha, na Finlandia, na Bélgica, na Espanha, no Reino Unido, nos
Estados Unidos, na Argentina e em Israel (Trouiller, 1998, 2001; Thompson et al.,
2002; Martin, 2004). Paralelamente, a presenca de varroas resistentes a outras
moléculas [como o amitraz (Elzen et al., 2000) e, mais recentemente, o coumafos], foi
também detectada no norte de Itdlia (Spreafico et al., 2001) e nos Estados Unidos
(Elzen e Westervelt, 2000, 2002).

E importante salientar que uma das maiores limitagdes no combate a esta
patologia advém, assim, da constatacdo de que os tratamentos quimicos e bioldgicos
tém demonstrado varias limitagdes ao nivel do seu controlo, porque a utilizagao repetida
em tratamentos consecutivos com os mesmos principios activos tem dado origem ao
aparecimento de resisténcias da varroa as substancias quimicas utilizadas (Milani, 1999;
Martin, 2004). Consequentemente, a sua eficacia diminui, originando o aparecimento de
residuos nos produtos apicolas (Wallner, 1999; Bogdanov, 2006). Tal facto, tem
questionado a seguranca alimentar desses mesmos produtos e, provavelmente, podera
traduzir-se na sua desvalorizagdao comercial.

Deste modo, os fendmenos recentes de resisténcia da varroa a estes acaricidas
sintéticos (e a outros entretanto desenvolvidos) comprovaram os limites da sua
utilizacdo. O controlo quimico da varroose pode oferecer ainda uma solu¢ao temporal
aos apicultores, mas ndo constitui, per si, uma solugdo a longo prazo, pelo que, continua
a ser necessario encontrar urgentemente uma relagao estavel hospedeiro-parasita.

Consequentemente, t€ém sido intensificadas as linhas de investigacdo dirigida a
selec;ao de colonias baseada nos mecanismos de tolerancia as patologias
(principalmente a varrose), cujos principais critérios de selec¢ao visam melhorar o
comportamento higiénico e outros mecanismos relativos a reprodugdo diferencial destes
acaros. Estes estudos pretendem analisar e determinar os principais factores de
tolerancia (fertilidade das varroas reprodutoras, duragdo do periodo de operculagdo,
atractividade da criagdo, comportamento de auto-limpeza ou limpeza de grupo e
comportamento higiénico) das abelhas a varroa, com o objectivo de seleccionar linhas
higiénicas de abelhas europeias mais tolerantes (Vandame, 1996; Vandame et al., 1998;
De Guzman et al., 2002a; Harris et al., 2002; Spivak e Reuter, 2005; Ibrahim e Spivak,
2006).
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Uma dessas linhas de investigagdo que vem sendo desenvolvida baseia-se no
estudo do comportamento higiénico, como um dos factores de tolerancia das populagdes
de A. mellifera ao acaro V. destructor. Nesta linha de investigagao tém sido utilizadas
distintas metodologias de infestagdo de alvéolos de criagao de obreiras. O principio
destas metodologias consiste na capacidade desta espécie para detectar e remover esta
criagdo parasitada. A avaliagdo deste parametro pode ser efectuada segundo a
constatacdo de dois comportamentos distintos. Remoc¢ao dos parasitas e das crias de
obreiras dos alvéolos operculados (comportamento I) e deteccdo e desoperculagao dos
alvéolos com criagcdo parasitada que voltam a ser reoperculados pelas abelhas sem
eliminar as crias (comportamento II) (Peng et al., 1987; Boecking e Drescher, 1990;
Boecking et al., 1993; Boecking e Ritter, 1994; Biichler, 1994; Boecking e Spivak,
1999; Flores et al., 2001), ainda que, em alguns casos os acaros sejam removidos pelas
abelhas (Tewarson et al., 1992; Rosenkranz et al., 1993; Flores et al., 2001). No
comportamento II, as varroas podem deixar os alvéolos através do opérculo que foi
temporariamente removido, facto este observado pela primeira vez em colénias de 4.
cerana (Rath e Drescher, 1990; Rosenkranz et al., 1993) e, posteriormente, confirmado
também em A. mellifera (Boecking e Drescher, 1992; Boecking et al., 1992, 1993;
Boecking e Ritter, 1993, 1994).

2.5.3.1. Métodos de “parasitacido” com acaros vivos ou com acaros mortos

Os métodos de infestacao de alvéolos de criacdo diferem entre si dependendo do
agente patogénico e/ou particulas inertes que sdo inoculadas nas coldnias experimentais.
No que se refere a varroose, as metodologias que tém sido frequentemente utilizadas
baseiam-se na introducao de adcaros mortos (por congelagdo, lavados com alcool como o
etanol e o pentano, ou recolhidos sobre os detritos existentes nos estrados das colmeias)
(Flores et al., 2001, 2003), na infestagdo com acaros vivos (Boecking e Drescher, 1991,
1992; Boecking et al., 1992; Tewarson et al., 1992; Boecking et al., 1993; Boecking e
Ritter, 1993; Rosenkranz et al., 1993; Boecking e Drescher, 1994; Spivak, 1996; Flores
et al., 2001, 2003) ou na introducao de formigas (Aumeier et al., 1996) em alvéolos
com criagcdo operculada. Estes métodos variam, entre si, em fung¢do do ntimero de

acaros introduzidos, do processo de morte dos acaros, da sua origem (da mesma
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colmeia, de outras colmeias e/ou apiarios) e do processo de recolha (abelhas adultas
e/ou criagao destas).

Dos principais resultados obtidos nestes estudos, alguns autores revelaram que a
A. cerana reconhece e reage aos alvéolos infestados com acaros e que, aparentemente,
expressa 0 mesmo grau de comportamento higiénico, perante a infestagdo com varroas
vivas ou a introducao de varroas mortas (Rath e Drescher, 1990). Também tem sido
constatado este comportamento de remog¢ao na espécie 4. mellifera, ainda que, com uma
menor expressao (Biichler, 1994; Boecking e Spivak, 1999; Flores et al., 2001, 2003).

Recentemente, este mesmo comportamento foi constatado em colonias de 4. m.
iberiensis, examinadas 24 horas apds a infestacdo de alvéolos de criacao de obreiras

com acaros vivos e mortos (Flores et al., 2001, 2003).

2.5.3.2. Métodos de testagem de particulas inertes

Algumas particulas inertes (sementes de girassol, papel de filtro, etc.) também tém
sido introduzidas na criacdo operculada (Boecking e Spivak, 1999). De igual modo,
pupas tratadas com hemolinfa ou outros fluidos corporais parecem induzir um forte
estimulo que leva a que as obreiras desoperculem e removam as pupas impregnadas

com estes fluidos (Spivak e Downey, 1998).
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Capitulo 3

Comportamento higiénico de colonias de abelhas A.
mellifera de origem portuguesa como um mecanismo

de tolerancia a varroose

3.1. Introduciao

As colonias de abelhas meliferas sdo susceptiveis a varias patologias que reduzem
e/ou anulam a sua produtividade.

As abelhas meliferas t€ém mecanismos de defesa naturais contra as patologias
apicolas, sendo de destacar, entre estes, o comportamento higiénico. O conceito de
comportamento higiénico tem sido utilizado para descrever um processo que envolve
duas componentes, ¢ que ¢ executado por algumas obreiras apos a detecgdo de larvas ou
pupas, doentes ou mortas, nos quadros de criagdo. A primeira componente deste
processo ¢ a desoperculagdo (a eliminacdo, quando existente, da cobertura de cera que
reveste os alvéolos) dos alvéolos de criacdo, seguida pela remocdo dos corpos existentes
no seu interior (Spivak e Gilliam, 1998a, b; Spivak e Reuter, 2005).

Um dos métodos mais efectivos para avaliar o comportamento higiénico ¢ o

método de morte da criacdo por congelagdo. A sua aplicagdo em colonias de abelhas
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meliferas ¢ uma das fases prévias frequentemente implementadas em programas de
selec¢do. Estes programas utilizam o comportamento higiénico como um dos principais
factores de tolerancia as principais patologias apicolas, contribuindo, desta forma, para
a reducdo de focos infeciosos, para menores niveis de infestacdo com varroa e para
assim incrementar assim o potencial produtivo das colonias.

Virios trabalhos experimentais demonstraram que as coldnias que manifestam um
elevado comportamento higiénico aumentam a sua resisténcia & Loque Americana (P.
larvae) e a Ascosferiose (A. apis) (Palacio et al., 2000; Spivak e Reuter, 2001). No que
diz respeito a varroose, apds a maior disponibilidade comercial e maior receptividade de
muitos apicultores por rainhas de varias linhas higiénicas, comeg¢am a surgir resultados
que demonstram que o comportamento higiénico podera ser também, um mecanismo de
tolerancia relativo a varroose (Spivak 1996; Rinderer et al., 1999; Wilkes e Oldroyd,
2002; Spivak e Reuter, 2005). No capitulo 1 foi referido que o acaro V. destructor é a
principal causa de morte das colonias em Portugal. Por isso, o sector apicola nacional
tem sentido a necessidade de criar novas estratégias de maneio, que permitam colmatar
os graves problemas sanitarios, que conduzem ao desenvolvimento de patologias,
principalmente da varrose.

Razio pela qual, ¢ importante desenvolver metodologias que permitam contribuir
para o seu controlo, de forma a minimizar as perdas econdmicas resultantes das
mesmas.

Virios testes tém sido descritos e utilizados para quantificar o comportamento
higiénico de uma colénia, como descrito anteriormente no Capitulo 2. Este
comportamento ¢ avaliado de acordo com a rapidez exibida por uma colonia para limpar
uma amostra de criagdo morta ou doente.

O teste utilizado na realizacdo deste trabalho consistiu na morte da criacdo por
congelagdo, baseado na metodologia desenvolvida por Gongalves e Kerr (1970). Esta
metodologia foi escolhida, pois trata-se de uma metodologia relativamente expedita e de
facil utilizagdo pelos apicultores comparativamente as restantes.

Neste ambito, seria de grande interesse estudar, a evolucdo da resposta higiénica
de populacdes de abelhas meliferas portuguesas, ao longo do ano, entre as diferentes
estacdes de maior labor apicola. Pretende-se, assim, determinar se o comportamento

higiénico ¢ um componente de tolerancia, que permita as coldnias higiénicas, sem
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seleccdo prévia, manter alguma uniformidade em condi¢des normais de produgdo. Dado
que o uso de abelhas identificadas e, posteriormente, selecionadas para manifestar um
eficiente comportamento higiénico, aparece como uma alternativa no controlo desta
patologia.

O objectivo geral deste estudo foi o de observar se entre as colonias de abelhas
meliferas portuguesas também existem colonias com elevado comportamento higiénico.
Em caso afirmativo, estas poderdo ser usadas posteriormente para melhorar coldnias de
abelhas de elevados niveis de comportamento higiénico, como um dos mecanismos de
tolerancia as patologias apicolas. Para atingir o objectivo geral anteriormente referido
foi necessario:

1) Analisar as inter-relacdes entre a desoperculacdo média dos alvéolos e a
remoc¢do média da criagdo morta efectuada pelas coldnias, nos distintos periodos de
controlo efectuados e nas diferentes estagdes do ano (Estudo 1).

2) Analisar as inter-relagdes entre a remocdo média da criagdo morta pelas
coldnias, para identificar qual o periodo de observacdo em que poderiamos encontrar
maiores diferencas entre colonias na manifestacdo do comportamento higiénico.

3) Identificar, a partir da resposta obtida ao teste de limpeza aplicado, o perfil
higiénico de cada colonia, de forma a sua classificagdo por nivel de higiene (coldnias
higiénicas e ndo higiénicas) (Estudo 1), para compara¢do com outro tipos de métodos
que se analisardo no Capitulo 4.

4) Analisar a evolu¢do do perfil comportamental manifestado pelas coldnias
higiénicas, e ndo higiénicas (as 24 horas) por ano e entre anos. Comprovar se existem
diferengas por estagdes do ano, em cada ano e entre anos. No sentido de determinar se
existe alguma consisténcia na manifestacdo do comportamento higiénico pelas mesmas

coldnias entre os diferentes anos (Estudo 2).
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3.3. Material e métodos

Este trabalho inclui dois estudos. No Estudo 1, foram examinadas diferentes
colonias para quantificar o seu comportamento higiénico, em diferentes estacdes
(Primavera, Verdo e Outono) do ano civil de 2001. Para tal foi utilizado um teste
baseado na morte de criagdo de obreira por congelagao.

No Estudo 2, que decorreu em 2002 e 2003, foi analisada a resposta das colonias
(agrupadas por nivel de higiene), ao teste aplicado, de forma a estudar a sua evolugdo
por estacdes do ano, em cada ano e entre anos.

O presente estudo foi realizado no apiario da ESAB entre os meses de Maio a

Outubro dos anos civis de 2001, 2002 e 2003 (Figura 3.1).

Figura 3.1. Apiario experimental da ESAB

No Estudo 1 foram utilizadas 12 coldnias nas quais foram realizados 3 ensaios:
um na Primavera, um no Verao e outro no Outono de 2001. Todas as rainhas nasceram

em 2001 e foram marcadas de acordo com o Codigo Internacional de Cores.
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No Estudo 2 foram realizados 6 ensaios, distribuidos também pela Primavera,
Verao e Outono. Neste caso, utilizaram-se 8 coloénias em 2002 e 8 colonias em 2003.

Todas as colonias estavam alojadas em colmeias de modelo Langstroth, com 10
quadros por ninho, com estrados adaptados para a recolha de acaros, e mantidas no
sistema tradicional de producdo (Figura 3.2). Todas as coldnias derivaram de enxames

locais com rainhas acasaladas naturalmente.

Figura 3.2. Pormenor do modelo de colmeias (Langstroth) existentes no apiario com estrados para a
recolha de acaros

O maneio das coldnias foi conservador (isto ¢, ndo se aplicaram estratégias de
intensificagdo de producdes). Além disso, houve uma grande preocupagdo no sentido de
prevenir o processo de enxameacdo durante Primavera. Para esse efeito foram
consideradas essencialmente duas medidas. A primeira visou o corte da extremidade das
asas anteriores das rainhas, de forma a evitar que estas levantem voo com o0s seus
respectivos enxames, procedimento este que ocorreu momentos apds a sua marcagao. A
segunda medida teve como principio aumentar o espago disponivel para a postura da
rainha e armazenamento de reservas, ao nivel das coldnias, este procedimento foi

efectuado, aproximadamente, duas semanas antes da sua possivel necessidade.

91



Capitulo 3 - Comportamento higiénico de abelhas meliferas portuguesas

No inicio da Primavera dos anos de 2001, de 2002 e de 2003 foram realizados
tratamentos preventivos para redu¢do do crescimento populacional das varroas. Neste
sentido, todas as colonias foram tratadas com duas tiras de Apistan® (Fluvalinato, 800
mg por tira), apos a quantificacdo prévia dos respectivos graus de infestacdo com
varroa. O grau de infestacdo foi determinado em abelhas adultas, segundo o método
adoptado por Vandame (1996).

Antes do inicio de cada ensaio, ou seja, na Primavera, ndo foram praticamente
detectados 4acaros em nenhuma das colonias. No entanto, com o decurso do tempo
ocorreu a reinfestacdo de todas as coldnias, devido a causas naturais (tais como a deriva

e a pilhagem entre colonias).

3.3.2. Avaliacdo do comportamento higiénico

O comportamento higiénico tem sido definido como o tempo necessario para uma
coldnia detectar, desopercular e remover uma sec¢ao de favo de 7 cm x 6,5 cm com
crias de obreiras, no estado de pupas, mortas por congelacdo. Neste trabalho a idade da
cria¢do foi estimada visualmente de acordo com a metodologia proposta por Rembold et
al. (1980). A criagdo utilizada encontrava-se no estado de pupas, brancas com olhos
pigmentados, vermelho acastanhado, 7 dias pos operculacao.

Assim, foram seleccionados quadros de criagdo tipicos com reservas de polen e
mel nos extremos, e com uma area de criacdo que compreendia aproximadamente dois
tercos de criacdo de obreira operculada e um terco de criacdao aberta. A propor¢ao de
criagdo referida era respeitada sempre que possivel. Porém, em casos extremos, o
maximo da relacdo entre a criagdo operculada e a criacdo aberta foi de 1:0 e o minimo
foi de 1:1). Cada secgdo de favo, contendo aproximadamente 140 pupas em cada lado,
foi cortada (Figura 3.3 a e b) e colocada em sacos de plastico com a identificacdo da

colmeia, hora e data de colheita (Figura 3.4 a).
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a b
Figura 3.3. Marcagdo ¢ corte da sec¢do de favo (a ) e remogdo da secgdo cortada (b)

Apoés a colheita, as seccdes de favo foram transportadas para o laboratério e
congeladas a -20°C durante 24 horas (Figura 3.4 b), tal como o proposto por Taber
(1982), Spivak e Gilliam (1993), Spivak (1996), Woyke et al. (2004) e Spivak e Reuter
(2005). Apods este periodo, as secgoes de favo foram retiradas do congelador e
descongeladas a temperatura ambiente, durante aproximadamente 6 horas Gongalves e

Kerr (1970), antes de serem novamente colocadas nas respectivas coldnias.

a b

Figura 3.4. Acondicionamento ¢ identificagdo das amostras (a) e sua congelacdo (b)

Contavam-se directamente os alvéolos operculados nas secgdes de favo
seleccionadas para o estudo do comportamento higiénico. A criagdo ndo foi anotada
como removida, se o alvéolo estava desoperculado mas ainda restava alguma parte da

criacdo morta no interior do mesmo.
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O comportamento higiénico total (CHT) e o comportamento higiénico parcial
(CHP) foram determinados, em cada periodo de observagdo, de acordo com as seguintes

formulas:

CHT = X=2Y72,100 ¢ CHP = 2=Y %100, onde
X X

(x) = nimero total de alvéolos operculados inicialmente, em cada uma das
secgoes de favo;
(z) = nimero de alvéolos totalmente desoperculados com criagdo morta;

(y) = o niimero total de alvéolos que permaneciam operculados.

Para tal foram utilizadas folhas de acetato que foram marcadas com diferentes
cores (uma para cada periodo de observagdo) e diferentes simbolos (para identificar a
operculagdo, desoperculagdo e remocgao). Desta forma, o CHT e o CHP foram
quantificados usando os valores registados em cada periodo de observagao.

O tempo necessario para a remoc¢do da criacdo morta por congelagdo foi
considerado como uma medida da habilidade das abelhas para detectar, desopercular e

remover a criagdo morta (Figura 3.5 a e b).

S

Figura 3.5. Resposta higiénica das coldnias & seccdo de favo com criagdo morta as 24 horas (a) e as 48
horas (b)

As coldnias foram agupadas em dois niveis de higiene: higiénicas (H) e ndo
higiénicas (NH), segundo o valor médio do comportamento higiénico total (CHT)

manifestado nos ensaios realizados no primeiro ano de estudo (2001), em funcdo dos
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distintos periodos de controlo (24, 48, 96 ¢ 168 horas). As colonias foram consideradas
higiénicas quando limparam uma percentagem média igual ou superior a 80% de
criagdo morta (CHT > 80%), as 24 horas, em ambos os lados da sec¢io do favo, no total
dos trés ensaios efectuados em 2001. As colonias foram consideradas ndo higiénicas
quando, no mesmo periodo de tempo e para o mesmo periodo de observacdo, foi
registado um valor médio percentual inferior a 80% (CHT < 80%) seguindo a

classificagdo proposta por Gongalves e Kerr (1970) e Palacio ef al. (2000).

3.3.3. Métodos de analise estatistica

A analise estatistica dos resultados do teste de morte da criacdo por congelagdo foi
efectuada através do software SAS (1998).

Para a comparagdo multipla entre os valores médios da percentagem de
desoperculacdo e remog¢ao nos diferentes periodos de observacdo e por estagdo do ano
utilizou-se a andlise de variancia ndo paramétrica com o procedimento NPARIWAY,
tendo-se previamente testado a normalidade da distribuicdo (teste W de Shapiro-Wilk) e
a homogeneidade das variancias (teste de Levene). Como as varidveis ndo satisfizeram
os pressupostos da andlise de varidncia, mesmo depois de ensaiadas vérias
transformagoes, as médias foram comparadas pelo teste ndo paramétrico de Friedman.
As diferencas das médias de remogao entre os periodos de observacao e entre estagcdes
foram comparadas duas a duas, utilizando o teste Wilcoxon Matched Pairs (Estudo 1)

Para a comparag¢do multipla entre as percentagens médias de remogao, por nivel
de higiene e por estagdo do ano, nos diferentes periodos de observacao, realizou-se o
teste de Kruskal-Wallis. As médias do comportamento higiénico por grupo, foram
comparadas duas a duas, utilizando o teste de Mann-Whitney.

A avaliagdo da associagdo entre as duas componentes do comportamento
higiénico (desoperculacdo e remogdo), nos diferentes periodos de bservagdo, foi obtida

pelo coeficiente de correlacdo de Spearman’s.
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3.4. Resultados
3.4.1. Estudo 1 — Resposta higiénica das colonias a introducio duma

seccao de favo com criaciao de obreira morta nos ensaios realizados em 2001

Na Figura 3.6 constam as percentagens médias gerais registadas para as duas

componentes do comportamento higiénico, por periodo de observagao em 2001.

Figura 3.6. Estudo 1 — Valores observados (média + erro padrdo da média, %)
para o CHP (total de alvéolos desoperculados) e para o CHT (total de alvéolos
desoperculados e respectivas pupas removidas), registados por periodo de observagao,

no total das colonias estudadas e nas diferentes estacdes do ano 2001 (n=36).
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Figura 3.6. Estudo 1 — Valores observados (média + erro padrdo da média, %) para o CHP
(total de alvéolos desoperculados) e para o CHT (total de alvéolos desoperculados e respectivas
pupas removidas), registados por periodo de observagdo, no total das colonias estudadas e nas
diferentes estacdes do ano 2001 (n=36).

O comportamento higiénico parcial, correspondendo a desoperculagdo dos
alvéolos com criagdo morta por congelagdo, apresentou valores médios que variaram
entre entre 82,2% as 24 horas e 98,3% as 168 horas. No que respeita & percentagem

média de remog¢ao da criacdo morta, esta variou entre 76,8% as 24 horas ¢ 97,9% as 168
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horas. Apesar de ndo se apresentarem dados relativos as observagdes para além das 168
horas, recolheu-se informagdo que permite afirmar que, em algumas coldnias, foram
necessarias 336 horas para a remogao total da criagdo morta, em todos os alvéolos de
ambos os lados das secoes de favos amostradas.

Note-se a semellhanca do padrio de variagdo entre os dois comportamentos
manifestados pelas obreiras (CHP e CHT) por periodo de observacdo. No entanto, esta
variacdo foi mais evidente nas observagdes realizadas as 24 horas, principalmente para
o comportamento higiénico total.

Assim, no sentido de analisar as inter-relacdes entre os valores médios dos
comportamentos manifestados pelas colonias, foram calculados os coeficientes de
correlacdo entre as percentagens médias de desoperculacdo e de remocdo total da
criagdo morta por congelacdo, por periodo de observacao (24, 48, 96 e 168 horas), bem
como entre o valor médio do comportamento higiénico total nos mesmos periodos de

observagdo, em 2001 (Quadro 3.1).

Quadro 3.1. Estudo 1 — Coeficientes de correlacdo entre o nivel de desoperculagdo total (CHP) e o nivel
de remocdo total (CHT) de criag@o morta por congelagdo, por periodo de observacgdo obtido em 2001.

CHP24 CHP48 CHP96 CHP168

CHT24 0,957

CHT48 0,960%**

CHT96 0,941 %%

CHT168 0,985
CHT24 CHT48 CHT96

CHT48 0,925%*:

CHT96 0,715%%x* 0,776%**

CHT168 0,630%** 0,701 %% 0,902 %%

r =Coeficiente de correlacdo de Spearman; *** - Significativo para 0,001.

Os coeficientes de correlacdo obtidos entre as duas componentes do
comportamento higiénico nos distintos periodos de controlo foram elevados e positivos.
As 24 horas as duas componentes do comportamento higiénico apresentaram
correlacdes elevadas e positivas entre si (0,957; P<0,001), indicando que quanto maior €

a percentagem média total de alvéolos desoperculados, maior ¢ a percentagem média de
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remocdo da criagdo morta. Este aspecto ¢ especialmente evidente as 168 horas, com
uma correlagdo elevada e positiva entre as duas componentes do comportamento
higiénico (0,985; P<0,001).

Por outro lado, observaram-se também correlagdes elevadas e positivas entre a
remocao média total das crias mortas por congelacdo e os distintos periodos de controlo
efectuados (todas superiores a 0,630) (Quadro 3.2). Salientou-se o elevado coeficiente
de correlagdo entre o nivel médio de remocao de criagdo morta entre as 24 ¢ as 48 horas
(0,925; P<0,001), indicando que as colonias que manifestam uma elevada capacidade
higiénica as 24 horas também a manifestam as 48 horas. Desta forma, o periodo de
observagdo das 24 horas revela-se aparentemente mais indicado para a classificagdo das
colonias por niveis de higiene.

No Quadro 3.2 apresenta-se a remog¢ao média, o minimo e o maximo da criacao
morta nos diferentes periodos de controlo e no total de coldnias testadas entre estacdes,
no ano de 2001.

Quadro 3.2. Estudo 1 — Valores observados (média + erro padrao da média, minimo e maximo; %) do
CHT (total de alvéolos desoperculados e pupas removidas), registados por periodo de observacdo entre as
estacdes do ano de 2001 (n=12).

CHT Meédia Epm Minimo Maximo
Primavera
24 horas 68.9 6,90 35,90 99,62
48 horas 85,2 4,90 49,18 100,00
96 horas 95,5 2,27 77,57 100,00
168 horas 97,9 1,11 89,71 100,00
Verao
24 horas 81,3 4,32 54,44 100,00
48 horas 92,3 2,80 77,82 100,00
96 horas 96,0 1,50 86,69 100,00
168 horas 97.8 0,97 91,13 100,00
Outono
24 horas 80,3 6,45 29,07 100,00
48 horas 90,3 3,69 68,99 100,00
96 horas 96,64 1,48 87,21 100,00
168 horas 98.2 0,98 91,86 100,00

Nota: Para um dado periodo de observagdo ndo existem diferengas estatisticamente significativas
(P>0,05) entre estagdes.

As 24 horas, a percentagem média de limpeza das 12 colénias foi de 68,9% na
Primavera, 81,3% no Verao e de 80,3% no Outono. Foi no periodo de observagdo das

24 horas que as colonias apresentaram uma maior variagdo na sua resposta a remogao
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da criacdo morta, entre as diferentes estagdes do ano. Considerando o mesmo periodo de
observagdo, a Primavera e o Outono sdo as estacdes do ano em que a resposta higiénica
entre colonias apresentou uma maior variagdo. No entanto, em periodos de registo
iguais, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas (P>0,05) entre a
resposta higiénica das 12 colonias as estagdes do ano.

Assim, e apesar dos registos se efectuarem em distintos periodos de controlo,
consideramos que as observagdes efectuadas as 24 horas sdo as que melhor reflectem a
eficiéncia do teste de limpeza aplicado, segundo o critério de seleccdo do
comportamento higiénico anteriormente definido. Este pressuposto fundamenta-se
numa maior variacdo da percentagem média do comportamento higiénico total
manifestado entre as varias colonias. Além disso, as colonias que manifestam um
elevado comportamento higiénico as 24 horas também o manifestam as 48 horas,
possibilitando a avaliacdo deste comportamento num menor periodo de tempo.

Assim, as coldnias foram agrupadas por niveis de higiene em fungdo do perfil
comportamental manifestado e registado no periodo correspondente as 24 horas (Figura

3.7).
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Figura 3.7. Estudo 1 — Valores observados (média + erro padrao da média, %) em termos de
comportamento higiénico total de sete colonias classificadas como higiénicas (H) e cinco como nao
higiénicas (trés testes efectuados em cada coldnia em 2001). a, b — Entre grupos de colonias (H e NH),
médias com letras diferentes diferem estatisticamente (P<0,001).

Com base nos resultados do comportamento higiénico total foram classificadas

como higiénicas (H) 7 colonias, uma vez que, todas elas removeram mais do que 80%
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de criagdo morta por congelagdo as 24 horas. Cinco coldnias foram consideradas nao
higiénicas (NH), uma vez que todas elas removeram menos do que 80 % de criacao
morta nas primeiras 24 horas. As diferencas médias observadas entre as colonias H
(89,0%) e NH (59,8%) foram estatisticamente significativas (P<0,001). Neste periodo
de observacdo, o perfil higiénico parece ainda ter sido relativamente mais homogéneo
entre as coldnias higiénicas (por comparacdo com as coldnias nao higiénicas), sugerindo
uma maior variabilidade na manifestacdo deste comportamento entre as colonias ndo

higiénicas.
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3.4.2. Estudo 2 — Relagdo entre a percentagem média de remocio da
criacdo de obreira morta por congelacio em colonias higiénicas (H) e nio

higiénicas (NH) por anos e entre anos

3.4.2.1. Comparacio da resposta higiénica de colonias H e NH, em cada ano

Em 2002 e 2003, foram novamente efectuados os testes do comportamento
higiénico (na estacdo da Primavera, Verao e Outono) nas mesmas coldnias avaliadas em
2001, no sentido de analisar a evolucao deste comportamento ao longo do tempo.

Desta vez, utilizou-se apenas o periodo de observacao das 24 horas, por ter sido
considerado (ver seccdo anterior) que este era o mais efectivo para a classificacdo das
coldnias por nivel de comportamento higiénico.

Além disso, para comparar respostas comportamentais entre anos, apenas se
utilizaram 8 coldnias por grupo (H e NH), sendo estas as que aparentemente
mantiveram as mesmas rainhas ao longo deste triénio. Assinale-se, ainda assim, as
expectaveis flutuagdes ao nivel do “pool” genético paternal, resultantes do sistema de
acasalamento natural das rainhas.

A Figura 3.8 mostra o perfil comportamental entre as colonias H e NH, as 24

horas, por ano de estudo.
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Figura 3.8. Estudo 1 — Valores observados (média + erro padrdo da média, %) do comportamento
higiénico total manifestado pelas 4 coldnias higiénicas (H) e 4 ndo higiénicas (NH) (trés testes
efectuados a todas as coldnias, por ano de estudo). * ®_ Entre grupos de coldénias (H e NH), médias
com letras diferentes diferem estatisticamente (P<0,05).
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Em 2001, a percentagem média do comportamento higiénico total obtido para as
coldnias H, foi maior em cerca de 32,0% do que a percentagem média obtida para as
colonias NH, sendo as diferengcas observadas entre os dois niveis de higiene
estatisticamente significativas (P<0,001).

Comparativamente a 2001, em 2002, observou-se um menor nivel de
comportamento higiénico nas colonias H (73,8%), e mais proximo do observado nas
colonias NH (61,2%). Possivelmente, devido a variabilidade manifestada entre as
colonias de cada nivel (com um erro padrio de 7,84 e 5,45, respectivamente por
colonias H e NH) na resposta a percentagem de remoc¢do da criagdo morta por
congelagdo nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas (P>0,05)
entre os dois grupos de coldnias. Esta maior variabilidade podera estar relacionada com
o facto de algumas coloénias classificadas como higiénicas ndo terem mantido este
padrdo comportamental ao longo deste ano e, desta forma, terem contribuido para uma
diminui¢do da expressao geral deste comportamento nesse nivel de higiene. Associada a
esta diferenciagdo comportamental entre coldnias, poderd ter estado a composicao
genética das subpopulagdes de obreiras que nasceram neste ano, em cada coldnia,
resultantes de rainhas que ndo foram previamente pré-selecionadas para esta
caracteristica e que acasalaram livremente. Portanto, sem o controlo prévio de linhas
maternas e paternas, situagdo esta caracteristica em apidrios mantidos em sistemas de
producdo tradicional.

Em 2003, o padrao de variagdo do comportamento higiénico total registado entre
as coldnias higiénicas e ndo higiénicas foi semelhante ao verificado em 2001. Ainda
assim, as colonias H limparam 83,7% de criagdo morta por congelagdo as 24 horas,
correspondendo a mais 8 pontos percentuais comparativamente as colonias NH
(75,7%). As diferencas observadas na remocgao total da criagdo morta por congelagdo
foram estatisticamente significativas (P<0,05) entre colonias H e NH, provavelmente
devido também a uma menor variabilidade manifestada neste ano entre os grupos de
colonias H e NH. Ainda que, tendencialmente, tenha existido um padrdo
comportamental semelhante ao longo de todo o periodo de estudo, ndo se ignoram
algumas limitacdes inerentes a este tipo de estudo, nomeadamente a possibilidade de as

colénias estudadas em 2002 e 2003 ndo serem exactamente as mesmas (isto €,
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representarem propor¢des diferentes das varias linhas paternas) que foram estudadas em
2001. Isto, apesar da sua marcag¢do e de outras medidas consideradas indicadas (por

exemplo, corte de asas e medidas de maneio para prevencao/controlo da enxameacao).

3.4.2.2. Respostas anuais das colonias H e NH entre estacoes do ano

Em 2001, o padrio de variagdo do comportamento higiénico total, foi
tendencialmente semelhante entre as diferentes estagcdes do ano quer para colonias H,

quer para NH (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Estudo 2 — Valor médio de comportamento higiénico total observado as 24 horas (média
+ erro padrdo da média, %) em 4 coldnias higiénicas (H) e 4 ndo higiénicas (NH), entre estagdes do
ano de 2001. » ® — Entre grupos de colonias (H e NH), médias com letras maitisculas diferentes
diferem estatisticamente (P<0,05). * ®_ Dentro do mesmo grupo de colonias (H ou NH), médias com
letras mintisculas iguais, ndo sdo estatisticamente significativas (P>0,05).

No ano de 2001, as colénias H apresentaram uma percentagem média de CHT
significativamente mais elevada (P<0,05) na Primavera (83,7 + 8,58%) e no Outono
(92,6 + 3,88%) do que as colonias NH (47,3 + 5,94% e 54,7 + 8,67%, respectivamente),
ndo tendo sido observadas diferencas estatisticamente significativas (P>0,05) no Verao,
entre estes dois grupos de coldnias (Figura 3.9).

Deve referir-se ainda que, por nivel de higiene, observou-se globalmente em 2001
uma diferenciacdo estatisticamente nao significativa (P>0,05) entre as trés estagdes do

ano. De facto, as colonias H mantiveram niveis elevados e relativamente uniformes de
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comportamento higiénico entre a Primavera, Verdo e o Outono. Téndencia semelhante
foi observada nas colonias NH que mantiveram globalmente muito menores niveis de
higiene (e mais variaveis entre estagdes). Deste modo, o comportamento manifestado
pelas coldnias esteve em correspondéncia com o respectivo padrdo para cada nivel de
higiene e, neste pressuposto, o efeito “estacdo do ano”, ndo aparenta ser dominante,
possibilitando a avaliacdo das colonias através deste teste em qualquer uma destas
estagoes do ano.

No periodo de estudo correspondente ao ano 2002, as diferencas globais nos
niveis médios de comportamento higiénico entre coléonias H e NH foram menos
acentuados (do que em 2001) e estiveram associados a uma variabilidade
consideravelmente superior em cada um dos dois grupos de colonias (H e NH) (Figura

3.10).
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Figura 3.10. Estudo 2 — Valor médio de comportamento higiénico total observado as 24 horas (média
+ erro padrdo da média, %) em 4 colodnias higiénicas (H) e 4 ndo higiénicas (NH), entre estagdes do
ano de 2002. *® — Entre grupos de colonias (H e NH), médias com letras maitisculas diferentes diferem
estatisticamente (P<0,05). * ® — Dentro do mesmo grupo de colénias (H ou NH), médias com letras
minusculas iguais, ndo sdo estatisticamente significativas (P>0,05).

As diferencas na percentagem média do comportamento higiénico total,
observado entre as colonias H e NH (93,0 e 50,5%, respectivamente), s6 foram
acentuadamente mais elevadas e estatisticamente significativas (P<0,05), no Outono de
2002. Saliente-se, porém, que a Primavera e o Verao foram as estagoes do ano em que
se verificou uma maior variabilidade associada a expressdo deste comportamento dentro

e entre grupos de coldnias (H e NH). De facto, o grupo de colénias H chegou a
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apresentar (na Primavera) uma percentagem média de remocdo (59,0%), inferior a
observada no grupo das colénias NH (69,2%), o que significa que algumas destas
coldnias ndo mantiveram os elevados padroes de comportamento higiénico associado a
este nivel de higiene.

Quer as colonias H, quer as colonias NH manifestaram niveis semelhantes (e
estatisticamente ndo significativos, P>0,05) de comportamento higiénico ao longo das
diferentes estagdes do ano. Para esta situacdo podera ter contribuido decisivamente a
elevada variabilidade observada na expressdo deste comportamento entre as colonias de
cada nivel de higiene.

Globalmente, o perfil higiénico manifestado pelas colonias H e NH, durante 2003

revelou-se tendencialmente superior ao observado em anos anteriores (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Estudo 2 — Valor médio de comportamento higiénico total observado as 24 horas (média
+ erro padrdo da média, %) em 4 colénias higiénicas (H) e 4 ndo higiénicas (NH), entre estacdes do
ano de 2003. *® — Entre grupos de colonias (H e NH), médias com letras maiusculas diferentes diferem
estatisticamente (P<0,05). * ® — Dentro do mesmo grupo de colénias (H ou NH), médias com letras
minusculas iguais, ndo sdo estatisticamente significativas (P>0,05).

Globalmente, as percentagens médias relativas a resposta higiénica foram mais
elevadas nas coldnias H. Todavia, na Primavera e no Outono devido, possivelmente, a

uma maior variagdo na expressdo deste comportamento em colonias H e NH, ndo se
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verificaram diferencas estatisticamente significativas (P>0,05) entre estes dois grupos
de coldnias. Ao contrario, no Verdo, as colonias H manifestaram uma capacidade de
limpeza ligeiramente superior (88,9%) e estatisticamente significativa (P<0,05)
relativamente 4s NH ( 81,3%), possivelmente associada a uma menor variabilidade na
expressao deste comportamento por nivel de higiene.

Salienta-se ainda que, por nivel de higiene, em 2003 observou-se globalmente um
padrdo de variagdo nos niveis de comportamento higiénico, sem uma diferenciagdo

estatisticamente significativa (P>0,05) entre as trés estagdes do ano.

3.4.2.3. Comparacio da resposta higiénica das colonias H e NH, entre anos

No Quadro 3.3 encontram-se as percentagens médias (média £ erro padrdo da
média, %) do comportamento higiénico total, observado as 24 horas, no total de

colonias testadas por nivel de higiene entre anos.

Quadro 3.3. Estudo 2 — Nivel global do comportamento higiénico total observado as 24 horas (média +
erro padrdo da média, %), relativo ao nimero total de coldnias testadas nos 3 anos de estudos (n=12).

CHT Ano M¢édia Epm
2001 89,3 3,62a

Colonias H 2002 73,8 7,84 a
2003 83,7 5,85a
2001 57,4 4,88 a

Colénias NH 2002 61,2 5,45 a
2003 75,7 4,52 b

a, b — Dentro do mesmo grupo de colénias (H ou NH), médias com letras diferentes diferem
estatisticamente (P<0,05).

Nas coloénias H, apesar do nivel de comportamento higiénico ter sido minimo no
ano de 2002 (73,8%, inclusivamente aquém do limite minimo de 80% inicialmente
considerado para a sua classificagdo como colonias H), as diferencas entre os trés anos
de estudo ndo foram estatisticamente significativas (P>0,05). Provavelmente devido ao
elevado erro padrao associado ao comportamento revelado pelas colonias no ano 2002.

Contrariamente, nas colénias NH, os niveis médios de comportamento higiénico

total foram mais elevados nos dois ultimos anos, sendo as diferencgas registadas na
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remocao total de criagdo morta por congelacao estatisticamente significativas (P<0,05)
entre 2001 e 2002 versus 2003. Isto significa que aparentemente houve, uma grande
variagdo nos niveis de comportamento higiénico manifestado por algumas coldnias, que
em face de uma nova reclassificacdo poderiam transitar dos grupos H ¢ NH definidos

com base nos resultados de 2001.

3.4.2.4. Resposta higiénica das colonias H e NH entre estacoes de anos

diferentes (2001 a 2003)

O padrao de variagdo do comportamento higiénico total manifestado pelas
coldnias higiénicas e ndo higiénicas para cada uma das estacdes do ano em que se
efectuaram os testes foi semelhante entre os diferentes anos em que ocorreu este estudo

(Quadro 3.4).

Quadro 3.4. Estudo 2 — Nivel médio (média + erro padrdo da média, %) de comportamento higiénico
total observado as 24 horas, por nivel de higiene, por estagdo do ano e entre anos (n=4).

Primavera Verao Outono
CHT Ano
Média Epm Média Epm Média Epmo
2001 83,7 8,58 91,7 6,32 92,6 3,88
Colénias H 2002 59,0 15,95 69,3 14,35 93,0 3,66
2003 88,3 6,92 88,9 3,02 72,2 19,00
2001 47,3 5,94 70,1 7,87 54,7 8,67
Colonias
NH 2002 69,2 9,21 64,0 10,12 50,5 8,81
2003 71,5 11,60 81,3 1,65 73,8 8,14

Nota — Nao se verificaram diferencas médias estatisticamente significativas (P>0,05) por nivel de
higiene, estagdo do ano ou entre anos de estudo.

Apesar do perfil comportamental manifestado pelas colonias H na Primavera, ter
sido, relativamente semelhante todos os anos, o menor nivel de comportamento
higiénico médio manifestado por estas colonias, nesta estacdo, correspondeu ao ano de
2002 (59,0%). Tendéncias semelhantes foram também observadas neste grupo de
colonias entre as trés estacdes de Verdo, registando-se o menor comportamento
higiénico médio no Verdo de 2002 (63,9%). Entre as trés estagdes de Outono, foi no

Outono de 2003 que se observou o valor médio minimo para a mesma variavel (72,2%).
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Todavia, neste grupo de coldnias (H) ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (P>0,05) de niveis de comportamento higiénico, nas varias estagcdes do
ano que possam ser atribuidas ao ano de estudo.

No caso das colonias NH, estas mantiveram também um padrio de
comportamento higiénico relativamente semelhante ao longo dos trés anos para cada
uma das estacdes, comparativamente ao nivel maximo de comportamento higiénico
estabelecido para este grupo de colonias (CHT<80,0%). Salienta-se, porém, a excepgao
verificada no nivel de expressdo deste comportamento entre o Verdo de 2003 e o dos
restantes anos, no qual estas colonias manifestaram a resposta higiénica mais elevada
(81,3%). Todavia, a diferenciacdo ndo ¢ considerada estatisticamente significativa
(P>0,05) para nenhuma das estagdes do ano em particular, quando comparadas com as
dos restantes dois anos de estudos.

Tomando em conta estes valores, podera afirmar-se que aparentemente as
colonias em cada um dos niveis de higiene (H e NH) manifestaram comportamentos
similares, para a mesma estagdo do ano, nos trés anos de estudo.

Os valores médios do nivel de comportamento higiénico total registado as 24
horas, no total de coldnias amostradas por nivel de higiene e por estacdo do ano
(utilizando os anos como repetigdes) apresentam-se na Figura 3.12.

O nivel médio do comportamento higiénico total manifestado pelas colénias
higiénicas (nos trés anos de estudo), revelou um padrdo de variagdo semelhante, nao
sendo as diferencas estatisticamente significativas (P>0,05) entre as vdrias estacdes do
ano em que os testes foram realizados. Téndencia semelhante foi observada nas colonias
ndo higiénicas, uma vez que ndo foram também observadas diferengas estatisticamente
significativas (P>0,05) entre a Primavera, o Verdo e o Outono nos niveis médios deste
comportamento.

Analisando o valor médio do nivel de comportamento higiénico total por cada
estacdo do ano (no total dos 3 anos de estudos), pode-se afirmar que a Primavera foi a
estacdo do ano em que o perfil comportamental entre colénias H e NH apresentou
maiores semelhancas, ndo sendo as diferengas observadas estatisticamente significativas
(P>0,05). Porém, deve-se salientar que, nesta estacdo, as colonias H revelaram
simultaneamente o menor nivel médio de comportamento higiénico (com um minimo

individual (colénia) de remocgao das pupas mortas por congelagcdo de 76,0%) e a maior
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variagdo na sua resposta higiénica. Este facto sugere que nem todas as colonias
inicialmente agrupadas neste nivel (H) mantiveram niveis semelhantes de

comportamento higiénico durante as Primaveras dos trés anos de estudos.
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Figura 3.12. Estudo 2 — Nivel global de comportamento higiénico total médio observado as 24 horas
(média + erro padrdo da média, %) em 4 coldnias higiénicas (H) e 4 ndo higiénicas (NH) na
globalidade dos 3 anos de estudo, entre estagdes do ano. * ® — Entre grupos de colénias (H e NH),
médias com letras maitsculas diferentes diferem estatisticamente (P<0,05). * ®_ Dentro do mesmo
grupo de colénias (H ou NH), médias com letras minusculas iguais, ndo sdo estatisticamente
significativas (P>0,05).

No Verao, ao contrario do observado na esta¢do anterior, as coldnias higiénicas
removeram uma percentagem média de pupas mortas por congelacdo significativamente
superior (83,3) as ndo higiénicas (71,8). O mesmo padrdo comportamental entre os dois
grupos de colonias (H e NH) foi observado no Outono, no qual, as colonias H limparam
uma percentagem média de alvéolos operculados com criagdo morta por congelagdo
significativa superior (P<0,05) em 28,8 pontos percentuais. Apesar, da variacdo
manifestada em cada grupo de colonias (H e NH), o padrio comportamental das
colonias higiénicas e ndo higiénicas mostrou-se menos variavel no Verdo e no Outono
dos trés anos de estudos, sugerindo assim serem estas estagdes mais indicadas para a
realizacdo dos testes de avaliagdo do comportamento higiénico. Ainda assim, deve ser
novamente referido que estes resultados deverdo ser considerados com alguma
prudéncia, na medida em que ¢ desconhecido até que ponto as mesmas coldnias usadas

ao longo dos trés anos de estudos sdo, pela peculiaridade do sistema de acasalamento
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inerente aos sistemas tradicionais de producao apicola, “geneticamente semelhantes” na

sua constituicao.
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3.5. Discussao
3.5.1. Resposta higiénica das colonias a introducio duma seccio de favo

com criacdo morta por congelacio nos ensaios realizados em 2001

Na presenga de uma seccdo de favo com criacdo morta por congelagdo, as
colonias utilizadas no presente estudo, manifestaram as duas componentes do
comportamento higiénico: a desoperculacdo dos alvéolos com criagdo morta
(comportamento higiénico parcial, CHP) e a posterior remocao das crias mortas desses
alvéolos desoperculados (comportamento higiénico total, CHT).

O estudo realizado em 2001 sugere que o tempo necessario para a avaliagdo do
comportamento higiénico pode variar entre 24 até mais de 168 horas, com taxas médias
de desoperculacao e remocao incompletas. A variabilidade observada nos intervalos de
tempo necessarios para a avaliacdo dos niveis de comportamentoo higiénico corrobora
as observagdes de varios autores em estudos de indole semelhante (Gongalves e Kerr,
1970; Newton et al., 1975; Message e Gongalves, 1980a, b; Gilliam et al., 1983;
Murray, 1993; Spivak e Gilliam, 1993; Kefuss et al., 1996; Waite et al., 2003). No
entanto, estes autores apenas se tém referido ao tempo proposto para a avaliacdo das
coldnias (periodo de tempo em que as colonias estdo sob observacdo) e ndo ao tempo
total utilizado pelas abelhas para a completa limpeza do contéudo dos alvéolos
utilizados nas respectivas secgdes de favo com criagcdo morta. Neste estudo verificou-se
que o tempo necessario para a limpeza total da criagdo morta por congelacdo, a
semelhanca do observado por Newton e Ostasiewski (1986), podera atingir as 336
horas.

Contudo, deve-se salientar, que no total dos ensaios realizados em 2001 as
coldnias do presente estudo revelaram, as 24 horas, elevados niveis de expressdo do
CHP e do CHT (82,2 e 76,8%, respectivamente), observando-se simultaneamente uma
maior variagdo entre colonias neste periodo de observacdo. A elevada expressdo do
CHP indica que os alvéolos operculados com criagcdo morta por congelagdo foram mais
rapidamente detectados e desoperculados em 24 horas, do que a criagdo neles contida
foi completamente removida. Desta forma, a varidvel CHT foi a utilizada para a

avaliacdo do comportamento higiénico das colonias, pois permite quantificar o total de
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J4

alvéolos completamente limpos (isto ¢, formas imaturas neles contidas totalmente
removidas) pelas obreiras de uma dada colénia. Alids, estas duas componentes do
comportamento higiénico, correlacionaram-se positivamente, sugerindo um padrdo de
evolucdo temporal idéntico entre as duas componentes do comportamento higiénico.
Estes resultados ndo contrariam varios outros estudos (Message e Gongalves, 1980a, b;
Milne, 1982, 1985; Newton e Ostasiewski, 1986) que tém referenciado correlagdes
genéticas positivas entre estas duas componentes do comportamento higiénico.
Contrastam, porém, com os resultados reportados por Arathi et al. (2000) que obtiveram
uma correlagdo negativa e elevada entre as duas componentes do comportamento
higiénico. Estes autores atribuiram esta correlacdo a diferentes frequéncias na execugao
de ambas as tarefas (desoperculacio e remocdo) pelas obreiras que manifestam o
comportamento higiénico, estando estas, possivelmente, associadas a sua propria
composi¢do genética.

Milne (1985) obteve estimativas moderadas da heritabilidade genética para os
comportamentos de desoperculagio (h>= 0,14) e de remogdo (h* = 0,02), enquanto que,
Boecking et al. (2000) calcularam os valores da heritabilidade para o comportamento de
remocdo da criagio morta (por pungdo) em h® = 0,36. Estes valores da heritabilidade
permitem afirmar que os efeitos ambientais podem afectar fortemente a expressdao do
comportamento higiénico e, desta forma, constituem uma hipotese para a explicagdo das
variagdes encontradas, no ambito do presente estudo, na execucdo de ambas as
componentes deste comportamento.

No presente trabalho observam-se, também, correlagdes positivas elevadas entre a
taxa média de remog¢do da criagdo morta por congelagdo (CHT) e a taxa média de
desoperculacdo dos alvéolos com criagdo morta (CHP) nos distintos periodos de
observagdo. Estes resultados corroboram a opinido de Boecking e Spivak (1999) e
Newton e Ostasiewski (1986) quando referem que as colonias de abelhas meliferas
demonstram uma maior facilidade de identificagdo e remocdo de criagdo morta por
congelagdo (ou pungdo), comparativamente ao conseguido com a sua propria criagdo
naturalmente morta. O elevado coeficiente de correlagdo (r = 0,925), verificado ao nivel
do CHT entre as 24 e as 48 horas, sugere que as colonias de abelhas meliferas
portuguesas que manifestam uma elevada capacidade higiénica as 48 horas também a

manifestam as 24 horas.
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Assim, e por questdes de ordem pratica (tempo para conclusdo do teste) pode
concluir-se pelo periodo de 24 horas como o mais indicado para a avaliacdo do nivel de
comportamento higiénico em apiarios que integram sistemas tradicionais de produgdo
apicola. Dado que as coldnias deste trabalho foram escolhidas ao acaso sem a avaliacdo
prévia deste comportamento, poder-se-a esperar que no universo de coldnias existentes
na Nordeste Transmontano, se possa produzir uma distribui¢do similar no nivel de
comportamento higiénico. Todavia, esta hipdtese deverd confirmar-se com um maior
namero de colonias, considerando-se esta informagdo como referencial de partida valido
para, pelo menos, outros estudos de tipo, desenvolvidos em condi¢des semelhantes.

Em cada ano de estudo, pretendemos também avaliar se existia alguma inter-
relacdo entre a estacdo do ano e o nivel de execu¢do do CHT pelas obreiras. Para tal, os
testes de limpeza foram realizados em diferentes estacdes do ano (excepto no Inverno,
periodo apicola caracterizado, na regido, pela paragem de postura das rainhas e pela
formagao do cacho pelas abelhas). Foi importante analisar esta eventual inter-relagdo
dado que as colonias de abelhas meliferas executam diferentes actividades e possuem
diferentes niveis de criacdo ao longo das vérias estacdes do ano (em algumas situagdes,
as coldnias possuem elevados niveis de cria¢do e relativamente pouca populagio adulta,
noutras situagdes da-se o inverso).

E interessante salientar os elevados niveis de CHT registados no Outono de 2001,
atendendo a que ¢ nesta altura que a proporc¢do de criagdo nas coldnias nesta regido do
pais atinge o seu nivel minimo. S3o varios os factores que podem contribuir para
explicar a variabilidade do CHT entre as estacdes do ano estudadas. Em primeiro lugar
as caracteristicas climaticas associadas a cada estagdo. Estudos prévios Momot e
Rothenbuhler (1971), Message (1979) e Message e Gongalves (1980a, b) suportam esta
possibilidade ao identificarem as condi¢des ambientais (incluindo as condigdes
climaticas) como possiveis fontes de variagdo que podem influenciar o nivel de
expressdo do comportamento higiénico. Em segundo lugar, a composi¢ao genotipica de
uma colonia pode também influenciar o nivel de expressdo do CHT, quer ao nivel da
colénia, quer ao nivel ao do individuo (obreira). Ao nivel da colonia, porque a
propor¢cdo de abelhas que possuem maior comportamento higiénico depende do
genoétipo da rainha, dos zangdos com quem ela acasalou e das propor¢des em que o

sémen de cada um desses zangdos ¢ utilizado na fecundagdo dos 6vulos. Ao nivel
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individual pela propor¢do de outras obreiras que tém também predisposi¢do genética
para a execucgdo deste comportamento. A for¢a de trabalho requerida para a execucao
dessa tarefa pode exceder a quantidade de outras obreiras “geneticamente predispostas”
para esta tarefa (Newton e Ostasiewski, 1986 e Arathi e Spivak, 2001). Estes resultados
parecem indicar que a identificacdo e avaliagdo do nivel de comportamento higiénico
(utilizando o teste de morte da criagdo por congelagdo) em coldnias de abelhas meliferas
existentes na regido de estudo, pode ser efectuado entre a Primavera e o Outono, ainda
que o deva ser preferencialmente no Outono.

No estudo de 2001, 58,3% das colonias mostraram um elevado nivel de
comportamento higiénico. Estas colonias (posteriormente classificadas como
“higiénicas”) removeram uma percentagem média de criagdo morta por congelacdo
significativamente superior (P<0,05) a removida pelas colonias “ndo higiénicas”.
Tendéncias semelhantes foram também observadas por varios autores (Oldroyd, 1996;
Spivak e Downey, 1998; Palacio et al, 2000; Stanimirovic et al., 2001). Assim, os
resultados obtidos em 2001 sugerem a existéncia de “linhas” de abelhas meliferas
portuguesas com elevado nivel de comportamento higiénico. Desta forma, podera ser
indicado incluir esta variavel em futuros programas de melhoramento genético com
vista 4 obtencdo de linhas de abelhas mais higiénicas, podendo a quantificacdo do
comportamento higiénico ser efectuada através de um teste relativamente simples de

utilizar mesmo por apicultores ou criadores de rainhas.

3.5.2. Relacdo entre a percentagem média de remoc¢ao da criacio de
obreira morta por congelacio em colonias higiénicas (H) e nao higiénicas

(NH) por anos e entre anos

Analisando anualmente os resultados obtidos com a execugdo dos testes de
limpeza, observa-se que a resposta higiénica das colonias (durante as primeiras 24
horas) a introdugdo duma sec¢do de favo com criacdo morta por congelacio reflecte
consideraveis diferencas, entre colonias higiénicas e ndo higiénicas (particularmente em

2001 e 2003).
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Porém, este padrdo de diferenciagdo comportamental, entre niveis de higiene, foi
relativamente irregular por estacdo e por ano. Verificou-se ainda, que em ambas as
situacdes (colénias H e NH) o padrio de variagdo em relagdo ao CHT foi,
tendencialmente semelhante entre as varias estagdes do ano, reflectindo um tipo de
comportamento comum em cada nivel de higiene. Um dos factores que possivelmente
podera ter interferido no padrdo de variagdo comportamental manifestado por colonias
H e NH foi a instabilidade meteorologica sentida no periodo de estudo, particularmente
em 2002. Segundo dados da estacdo climatolégica da Escola Superior Agraria de
Braganca (ESAB; Pereira, 2004), o ano 2002 caracterizou-se por precipitacdes acima da
média (precipitagdo acumulada de 1078,3 mm). Além disso, a variagdo da temperatura
média mensal foi bastante acentuada entre o periodo da Primavera e do Verlo,
registando-se a temperatura média mensal méxima em Julho (19,6°C). Possivelmente,
esta situacdo tera limitado os recursos alimentares das colonias e, indirectamente,
influenciado o nivel de expressdo do seu comportamento higiénico.

Globalmente, as diferencas observadas entre grupos de colonias (H e NH) na
expressdo deste comportamento, poderdo dever-se a variabilidade individual
manifestada, pelas colonias de cada grupo. Esta tendéncia observada na variagdo do
comportamento higiénico entre colonias H e NH e por ano foi igualmente observada por
Waite et al. (2003), na avaliagdo do comportamento higiénico de 37 coldnias
localizadas em vérias regides de Inglaterra e do Pais de Gales em 2000 e 2001; por
Spivak e Downey (1998), no rastreio de coldnias para avaliagdo do comportamento
higiénico através da utilizagdo de dois testes de campo (testes de morte por pun¢ao e por
congelagdo); e por Loper (1995) ao comparar a resposta higiénica ente coldnias
europeias e africanizadas utilizando o teste de morte da criagdo por punc¢ao.

Podemos assim considerar que a grande variabilidade de comportamentos
higiénicos evidenciados entre colonias (e anos) no presente estudo reflecte, em parte, a
heterogeneidade de um comportamento tipico de coldnias ndo seleccionadas e
acasaladas naturalmente que encontramos em sistemas tradicionais de produgao apicola.
Nestes sistemas productivos, a reproducdo ndo ¢é controlada, introduzindo uma
componente relevante de variabilidade genotipica nas colonias. Acresce que sdo varios
os estudos (Trump et al., 1967; Kryger, 1990; Calderone e Page, 1991, 1992; Arathi et

al., 2000; Arathi e Spivak, 2001) que tém revelado a existéncia de um elevado grau de
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variabilidade na expressao fenitipica do nivel de comportamento higiénico, dependendo
esta ndo s6 do gendtipo de cada obreira per si, mas também consideravelmente da
interac¢do que, em determinado momento, existe entre as obreiras de uma dada colonia.

Globalmente poder-se-4 afirmar que os padroes gerais de variagdo
comportamental do grupo de coldnias H e NH, foram semelhantes entre os trés anos de
estudo. De facto, as colonias H mantiveram, nas primeiras 24 horas de teste, niveis
médios de comportamento higiénico similares nos trés anos de estudos, ainda que, em
2002, o valor médio desta variavel tenha sido inferior a 80,0% (P>0,05).

Também as coléonias NH mantiveram, entre anos, um padrdo de variacao
comportamental relativamente uniforme. No entanto, as diferencas verificadas na
percentagem média de alvéolos limpos aumentaram significativamente (P<0,05) entre
2001 e 2002, face a 2003.

As tendéncias comportamentais similares observadas entre anos e por grupo de
colonias (H e NH) estiveram aparentemente associadas a tendéncia verificada por
estacdo do ano, entre anos. Quando se considera a percentagem média do CHT, para
cada estagdo, no total dos anos de estudo, a maior diferenciagdo do padrio
comportamental médio entre colénias H e NH ocorreu no Verdo/ Outono, sugerindo
serem estas as estacdes do ano em que os testes de avaliacdo do nivel de comportamento
higiénico deverdo ser preferencialmente executados.

E possivel que a rapidez com que as colonias H expressaram o CHT possa ter
estado relacionada com factores ambientais. O relativamente reduzido fluxo de néctar
presente durante o Verdo e o Outono podera ter eventualmente estimulado as obreiras a
limpar um maior numero de alvéolos, devido, por exemplo, a uma maior
disponibilidade para a execucdo deste comportamento. A se verificar esta hipotese seria
necessario reavaliar o “principio” anteriormente avangado por Thompson (1964) e por
Momot e Rothenbuhler (1971) de que o comportamento higiénico de uma colénia
aumenta proporcionalmente ao maior aporte de néctar para a colonia, face 4 maior
necessidade de alvéolos disponiveis para o seu armazenamento.

Apesar de globalmente ter sido observada uma diferenciacdo comportamental
entre colonias H e NH, por estacdo do ano (no total dos trés anos de estudos), estas
diferengas nem sempre foram observadas entre os trés anos de estudo, por estagdo e

entre estagdes em cada ano.
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As comparacdes que foram efectuadas neste trabalho, no sentido de avaliar a
consisténcia de niveis de comportamento higiénico manifestados por colénias H e NH
ao longo dos trés anos de estudos (atendendo a que se trabalhou com colonias
“encabegadas” por rainhas acasaladas naturalmente) suportam resultados anteriormente
publicados por Spivak e Gilliam (1993), com base em linhas previamente seleccionadas
de colonias higiénicas e ndo higiénicas (inseminadas instrumentalmente) e por Spivak et
al. (1995) comparando rainhas criadas a partir de uma “linha higiénica” (posteriormente
acasaladas naturalmente) com rainhas produzidas ‘“normalmente” em apidrios
comerciais. Para Spivak e Gilliam (1993) a variagdo observada entre as colonias
higiénicas e ndo higiénicas na expressao do comportamento higiénico podera ser
influenciada pela composi¢ao genética da coldnia e pela populagao.

Spivak (1996) verificou também que em dois anos consecutivos as colonias
higiénicas removeram uma maior propor¢do de criagdo morta por congelagdo do que as
coldnias ndo higiénicas, ainda que, nos seus resultados relativos ao segundo ano de
estudo, ndo tenham sido observadas diferengas estatisticamente significativas (P>0,05)
entre a taxa de remocao das coldnias inseminadas com o sémen de um sé ou de varios
zangoes. Estes resultados ajudam a compreender a variabilidade observada em estudos
desta natureza particularmente quando como neste trabalho, se utilizam colonias
integradas em sistemas de producdo, cuja populacdo deriva de multiplas linhas
paternais. Adicionalmente, ajuda também a compreender a observacdo de diferencas
ndo significativas no CHT manifestado por colénias H e NH que se encontrou neste
trabalho, entre esta¢des do, por ano e entre anos. Os resultados obtidos ao longo dos trés
anos de estudo revelam alguns aspectos do comportamento higiénico que sdo
actualmente mais compreensiveis. Primeiro, porque embora o comportamento higiénico
seja geneticamente influenciado, nem sempre ¢ fenotipicamente manifestado
(reflectindo um elevado grau de variabilidade associado & sua expressdo). E hoje
conhecido que a expressdo deste comportamento ¢ fortemente influenciada pelas
condi¢des ambientais, a0 mesmo tempo que depende de condi¢des internas da colonia
tais como: (i) a dimensdo da sua populacdo (Momot e Rothenbuhler, 1971; Cardenal
Galvan et al., 1988; Spivak e Gilliam, 1993; Boecking e Spivak, 1999; Stanimirovic et
al., 2001); (i) a relacdo entre os numeros de alvéolos de criagdo e de obreiras

(Thompson, 1964; Message ¢ Gongalves, 1980); (iii) a distribui¢do intra-colonial dos
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genoétipos das obreiras que executam este comportamento (Momot e Rothenbubhler,
1971; Arathi e Spivak, 2001); e (iv) da distribui¢do de idades das abelhas que executam
este comportamento nas colénias (Momot e Rothenbuhler, 1971; Boecking e Spivak,
1999; Arathi et al., 2000; Arathi e Spivak, 2001).

Como anteriormente referido, a expressdo deste comportamento ¢ também
influenciada por factores extrinsecos a colonia, como a disponibilidade de recursos
alimentares (Thompson, 1964; Momot ¢ Rothenbuhler, 1971; Message e Gongalves,
1980; Cardenal Galvan et al., 1988; Spivak e Gilliam, 1993; Spivak, 1996; Boecking e
Spivak, 1999); as condi¢des meteorologicas (Message e Gongalves, 1980; Cardenal
Galvan et al., 1988) e, possivelmente, de outros factores ainda desconhecidos, como
refere Spivak e Gilliam (1993). Secundariamente, a heterogeneidade de expressdao de
niveis de comportamento higiénico [por grupo de colonias (H e NH), por estacdes do
ano (Primavera, Verdo e Outono), e entre anos de estudo] observado neste trabalho,
sugere que em colonias com rainhas acasaladas naturalmente, esta expressao dependerad,
primariamente, da propor¢do de abelhas (ou subfamilias) que, numa dada colonia,
exibem o comportamento higiénico. Ainda que, outro possivel argumento possa estar
relacionado com o facto das abelhas higiénicas optarem pela realizacdo de outras
tarefas, aparentemente mais prioritarias, antes de executarem o comportamento
higiénico (Spivak e Gilliam, 1993).

As diferencas anuais médias, relativamente pequenas, observadas entre colonias H
e NH, poderdo também ter estado relacionadas com o facto das coléonias NH terem
vindo a melhorar o seu desempenho ao longo dos trés anos de estudos (57,4%, 61,2% e
75,7%, em 2001, 2002 e 2003, respectivamente).

A propria metodologia utilizada neste trabalho pode contribuir também para a
explicacdo da variabilidade observada na manifestagdo do CHT ao longo dos diferentes
anos de estudo. Rodrigues et al. (1996) verificaram que as colonias removiam a criagao
morta por congelacdo mais rapidamente quando esta tinha sido recentemente operculada
(comparativamente a criagdo que ja tinha sido operculada hé cinco dias).
Eventualmente, o facto de a criagdo utilizada no presente estudo se encontrar no estado
de pupa (7 dias ap6s a operculagdo), pode ter induzido, de algum modo, um maior nivel

global de comportamento higiénico manifestado por todas as colonias experimentais.
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Finalmente, um outro factor que eventualmente tera influenciado a manifestacao
dos niveis de comportamento higiénico em sentido contrario ao anteriormente referido
podera ter sido a origem da criacdo congelada. Com efeito, Breed et al. (1995) referiram
que, uma forma de induzir um maior comportamento higiénico ¢ a utilizagdo de favos
teste de diferentes coldnias, devido ao facto de a cera conter odores “proprios” usados
pelas abelhas no reconhecimento da sua coldnia. Spivak e Downey (1998) verificaram
também que a resposta de coldnias ndo higiénicas pode ser mais variavel dependendo da
idade (das prépupas e pupas) e da origem (intra ou extra-colonial) da criagdo congelada,
uma vez que, as colénias que apresentam elevado comportamento higiénico terdo maior
tendéncia para remover, na mesma proporcao, toda a criagdo independentemente da sua
idade e origem. Na metodologia usada no presente trabalho, os favos teste foram
retirados e reintroduzidos na propria coldnia.

Deste modo, urge a necessidade de incluir as coldnias que apresentam um elevado
nivel higiénico num programa de melhoramento genético para este caracter de forma a
estabelecer ¢ manter as linhas seleccionadas neste modelo de trabalho o que podera

revelar-se mais exequivel no sentido de beneficiar o apicultor.
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3.6. Conclusoes

Com base nos resultados obtidos e discutidos poder-se-a retirar as seguintes
conclusdes:

A morte da criacdo por congelacdo mostrou-se um teste eficaz para avaliar o nivel
de comportamento higiénico em coldnias de abelhas meliferas nativas no Nordeste de
Portugal.

Um periodo de teste de 24 horas €, também por razdes praticas, particularmente
recomendavel.

A metodologia aplicada neste trabalho permite claramente discriminar entre
coldnias “higiénicas” e “ndo higiénicas”.

O padrio de variagdo comportamental manifestado quer pelas coldnias
“higiénicas”, quer pelas “ndo higiénicas” foi relativamente uniforme ao longo dos anos
de estudos e similar entre as diferentes estacdes do ano (sem avaliacdo no Inverno), pelo
que, a manifestagdo deste comportamento ndo € aparentemente muito influenciada pela
estacdo do ano. Ainda assim, e sempre que possivel, dever-se-4 dar prioridade a
avaliacdo desta variavel no Verao.

Nas condi¢gdes em que este trabalho foi desenvolvido (colonias inseridas em
sistemas de produgdo e sem controlo de acasalamentos) as colénias (higiénicas e nio
higiénicas) ndo mantém niveis semelhantes de comportamento higiénico médio ao

longo de anos sucessivos.
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Capitulo 4

Avaliacao de varios métodos de infestaciao artificial de
alvéolos de criacao operculada de obreira com V.

destructor

4.1. Introducao

O conceito de tolerancia a varroose tem sido definido como a capacidade de uma
colonia de abelhas meliferas coexistir com uma infestagdo moderada de acaros V.
destructor (até 2 500 acaros) que certamente afecta a colonia, mas que ndo provoca o
seu colapso. Alguns autores porém, utilizam o termo “resisténcia” para definir o
fenémeno de um longo periodo de sobrevivéncia das colonias de abelhas meliferas as
infestagdes provocadas por este acaro, sem ser necessaria a aplicagdo de tratamentos.
Este ¢ o caso em que as populagdes de acaros sdo mantidas em baixos niveis de
infestagdo, como ocorre na espécie de abelhas meliferas asiaticas 4. cerana (Vandame,
1996; Rosenkranz, 1999; Rath, 1999; Kefuss et al., 2003; Kefuss et al., 2004).

Neste estudo serd usado o conceito de tolerancia, uma vez que, este parece ser o
mais apropriado quando sdo referenciadas as abelhas meliferas europeias, ainda que, no
seio da comunidade cientifica, varias publicagdes cientificas ou técnicas referenciem

indiscriminadamente um ou outro conceito independentemente da raga de abelhas.
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Um dos factores que contribuem para o nivel de tolerancia das coldnias a varroose
parece ser o comportamento de remog¢ao das abelhas perante alvéolos infestados com os
acaros que originam esta patologia (Rath, 1999). Este comportamento tem sido estudado
de forma a ser usado como um dos principais critérios na seleccio de linhas de abelhas
que manifestem um elevado nivel de tolerdncia a estes acaros (Boecking e Spivak,
1999).

As principais metodologias utilizadas para avaliar o comportamento de remogao
das abelhas meliferas perante o acaro V. destructor baseiam-se essencialmente na
infestagdo artificial de alvéolos de criagdo com 4acaros vivos ou mortos (Boecking e
Spivak, 1999; Flores et al., 2001, 2003).

Na Europa, varios grupos de trabalho (Biichler, 1994, 2000; De Guzman et al.,
1996, 2001, 2002; Rinderer et al., 2001a) mostraram a possibilidade de seleccionar este
(e outros) factores de tolerancia do hospedeiro ao acaro V. destructor. Um destes
factores, designado por supressdo da reproducdo dos acaros, foi descoberto nos Estados
Unidos por (Harbo e Hoopingarner, 1997). Estes autores seleccionaram uma linha de
abelhas que mantinha um baixo nivel de infestagdo porque os acaros, aparentemente,
pareciam ter um baixo sucesso reprodutivo sobre a criagdo de obreiras (Harbo e Harris,
1999a, b), apesar de ndo ser conhecido o mecanismo pelo qual, desta forma, as abelhas
conseguiam suprimir a reproducdo do acaro (Harris e Harbo, 1999). Outro factor que
possivelmente impede a reprodu¢do dos acaros e que tem sido seleccionado como um
dos principais factores de tolerancia a esta patologia é o comportamento higiénico
(Boecking e Spivak, 1999).

Actualmente a selec¢do e utilizacdo de linhas de abelhas 4. mellifera que
manifestem mecanismos de tolerdncia relativamente ao acaro V. destructor poderdo
beneficiar, de certa forma, a agricultura e contribuir para o restabelecimento de
populacdes de abelhas relativamente livres destes parasitas. Porém, de certa forma, a
produgdo destas linhas de colonias seleccionadas demonstrou ser relativamente
desencorajadora, uma vez que, grande parte da variabilidade associada a estes
mecanismos de tolerancia em colénias europeias deriva de factores ambientais ou de
origens casuais (Kulincevic et al., 1997) e, além disso, pela constatagdo de uma
insuficiente variabilidade genética para a produgdo destas linhas (Rinderer et al.,
2001a). Razao pela qual, segundo Spivak e Reuter (2005), ¢ de relevante interesse a

sensibilizacdo dos produtores profissionais para a seleccdo do comportamento
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higiénico, entre as suas linhas de abelhas favoritas, para que possa existir um elevado
numero de linhas disponiveis para a manutencao da diversidade genética.

Ainda assim, tém sido assinaladas evidéncias que demonstram a existéncia destes
factores de tolerancia a varroose ¢, inclusivamente, referem a viabilidade da utilizacao,
a nivel comercial, de linhas de abelhas europeias seleccionadas neste sentido. A
produgdo comercial de rainhas a partir de linhas de abelhas seleccionadas em funcdo da
supressao da reproducdo dos acaros tem sido investigada como uma possibilidade nesse
ambito (Harbo e Harris, 1999b; Harris e Harbo, 2000). Outra possibilidade comercial
deriva da avaliagdo de rainhas que foram importadas da Russia para os Estados Unidos
(Rinderer et al., 1999), das quais foram seleccionadas algumas (sete) linhas de abelhas
que também manifestam mecanismos de tolerancia a este dcaro (Rinderer et al., 2001a,
b; Harris et al., 2002). Também a linha de abelhas higiénicas de Minnesota
(seleccionada a partir de uma linha de colonias italianas) manifestam um elevado nivel
de higiene e exibem também mecanismos que contribuem para a tolerancia a varroose,
porque sdo capazes de detectar e remover criagdo parasitada com acaros (Spivak, 1996;
Spivak e Reuter, 1998b, 2001). Alias, estas linhas higiénicas de Minnesota (que estdo
disponiveis comercialmente nos Estados Unidos) ja comegaram a ser adoptadas nas suas
estratégias produtivas por um amplo numero de apicultores (Spivak e Reuter, 2001;
Spivak e Reuter, 2005).

Neste contexto, uma das solugdes possiveis para minimizar os problemas
provocados pela varroa traduz-se na identificagdo, seleccdo, avaliacdo, criagdo e
utilizagdo de linhas de abelhas higiénicas que apresentem elevados niveis de tolerancia a
este parasita e, possivelmente, a outras patologias.

Viérios estudos (Spivak, 1996; Spivak e Reuter, 1998b; Harbo e Harris, 1999b,
2001; Biichler, 2000; Palacio et al., 2000; Rinderer et al., 1993, 1999; Szabo e Szabo,
2000; Rinderer ef al., 2001b) revelaram, como principais vantagens da selec¢do destas
linhas de abelhas higiénicas, (i) menor grau de infestacdo, (ii) redugdo dos efeitos
patogénicos provocados pelo 4caro varroa (menor perda de coldnias ou recuperacio de
outras debilitadas ou de outras patologias associadas ao parasita), (iii) reducdo dos
custos associados ao controlo do parasita (tais como, aquisi¢do de tratamentos, custos
laborais, etc), (iv) maior intervalo de tempo entre tratamentos consecutivos (isto &,
menor frequéncia de tratamentos), (v) uso de produtos menos agressivos €, como

consequéncia, (vi) reducdo do risco de residuos nos produtos apicolas.
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Além disso, nos ultimos anos, alguns destes programas de seleccao tém visado
incrementar o nivel de tolerancia nas linhas seleccionadas relativamente a estes acaros,
na tentativa de reduzir a frequéncia dos tratamentos anuais destas coldnias (que
continuam a ser necessarios para a sua sobrevivéncia) e para que, tratamentos
alternativos (como alguns acidos organicos e/ou 6leos essenciais) possam ser usados na
reducdo das populacdes de acaros.

Recentemente, alguns resultados promissores demonstraram um abrandamento no
aumento populacional dos acaros em coldnias pré-seleccionadas em populacdes
experimentais (Harbo e Hoopingarner, 1997; Spivak e Reuter, 1998a, 2001, 2005;
Szabo e Szabo, 2000; Harris et al., 2002, 2003) mas ndo existe nenhuma informagao
fidedigna que ateste que, em condi¢gdes normais de produgdo, as colonias possam
sobreviver sem tratamento.

Estudos recentes sobre o comportamento higiénico tém vindo a salientar a
importancia do comportamento de remoc¢do como um factor de tolerancia das colonias
ao acaro V. destructor (Vandame, 1996; Rosenkranz, 1999; Aumeier et al., 2000;
Spivak e Reuter, 2005), apesar de a tolerancia ser globalmente um fendémeno
multifactorial (Boecking e Spivak, 1999; Rosenkranz et al., 1997;Rosenkranz, 1999;
Spivak e Reuter, 2005).

Também Spivak e Reuter (1998b) e Spivak e Reuter (2001), demonstraram que
colonias de abelhas seleccionadas para um elevado comportamento higiénico produziam
tanto ou mais mel e mantinham um nivel de infestagdo mais baixo comparativamente a
coldnias ndo seleccionadas. Porém, o elevado comportamento higiénico manifestado
pelas linhas de abelhas higiénicas que foram seleccionadas a partir dos métodos
tradicionais (baseados na morte de criagdo por congelagdo ou por pun¢do) demonstrou
ndo ser suficiente para o controlo da varroa (Spivak e Gilliam, 1993).

Paralelamente, Ibrahim e Spivak (2006) encontraram um reduzido éxito
reprodutivo do 4caro V. destructor em colonias de abelhas seleccionadas em funcdo do
seu maior sucesso na supressao da reproducao de acaros (Harbo e Harris, 1999b; Harris
e Harbo, 2000) e de uma maior resposta higiénica perante alvéolos de criagdo de obreira
artificialmente infestados.

Poder-se-a assim colocar a hipotese de que a seleccdo para um maior
comportamento higiénico, avaliado pelo nivel de resposta perante alvéolos de criagao de

obreira infestados, podera dificultar o crescimento populacional da V. destructor.
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Todavia, importa resolver previamente questdes relacionadas com o melhor
conhecimento e/ou aperfeicoamento de metodologias de avaliagdo da resposta das
obreiras perante alvéolos infestados com V. destructor.

Assim, este capitulo ¢ composto por trés estudos, nos quais se analisou a
utilizagdo de métodos de infestacdo de alvéolos operculados (com criagdo de obreira)
com V. destructor no sentido de se investigar o comportamento de colonias nacionais de
A. mellifera L. acasaladas naturalmente.

Paralelamente, procedeu-se a comparacdo dos varios métodos de infestacdo, de
forma a os avaliar em fungdo da sua efectividade, praticabilidade e simplicidade e com
o objectivo final de identificar contextualizadamente a mais indicada para as condi¢des
em que se realizou este estudo.

Finalmente analisou-se também a inter-relagdo entre o comportamento higiénico
das coloénias (Capitulo 3) e o seu nivel de resposta a alvéolos de criacao de obreira
infestados com V. destructor (vivos ou mortos).

O conhecimento da resposta das coldnias perante alvéolos de criagdo infestados
com acaros podera ainda ser extremamente relevante para o posterior

desenvolvimento de um programa de melhoramento genético.

Concretamente, os objectivos especificos deste estudo foram:

Avaliar o nivel de resposta higiénica das colonias de abelhas meliferas
portuguesas, quando confrontadas simultdneamente com alvéolos de criagdo de obreira
operculada artificialmente infestados com V. destructor através da aplicagdo de distintos
métodos de infestagdo, e

Investigar possiveis interferéncias, na resposta destas colonias, introduzidas pela
aplicacdo dos distintos métodos em simultaneo, de modo a identificar posteriormente a

melhor metodologia de infestagdo para avaliar o nivel de resposta comportamental.
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4.2 Material e métodos

4. 2.1. Apiario experimental

Neste estudo foram utilizadas doze colonias que suportaram quatro ensaios
realizados entre os meses de Junho a Setembro de 2001. As colonias foram divididas em
4 grupos com trés colonias por grupo. Estas colonias foram as mesmas utilizadas no
Capitulo 3 (Estudo 1), pelo que, a localizagdo e caracterizagdo da area de estudo foram
jé anteriormente referidas.

Durante o periodo experimental, a populacdo de abelhas adultas ocupou entre
cinco a dez quadros por colmeia.

As colonias de abelhas estavam alojadas em colmeias de modelo Langstroth,
normalizado com 10 quadros por ninho, com estrados adaptados para a recolha de
acaros ¢ mantidas no sistema tradicional de produ¢do. Todas as colonias derivavam de
enxames locais com rainhas acasaladas naturalmente.

O maneio das colénias foi conservador, isto é, ndo se aplicaram estratégias de
intensificagcdo de produ¢des. Além disso, houve uma grande preocupagdo no sentido de
prevenir o processo de enxameacdo durante Primavera. Para esse efeito foram
consideradas essencialmente duas medidas. A primeira visou o corte da extremidade das
asas anteriores das rainhas, de forma a evitar que estas levantassem voo com os seus
eventuais respectivos enxames, procedimento este que ocorreu momentos apds a sua
marcagdo. A segunda medida considerada teve como principio aumentar o espago
disponivel para a postura da rainha e armazenamento de reservas, ao nivel das coldnias.
Este procedimento foi efectuado, aproximadamente, duas semanas antes de se tornar
necessario.

No inicio da Primavera de 2001, foram realizados tratamentos para a contengao do
crescimento populacional destes dcaros. Neste sentido, todas as colonias foram tratadas
com duas tiras de Apistan® (Fluvalinato, 800 mg por tira), apés a quantificagio prévia
dos respectivos graus de infestagdo. O grau de infestacdo foi determinado sob abelhas
adultas, segundo o método adoptado por (Vandame, 1996).

Antes do inicio de cada ensaio (Primavera) ndo foram praticamente detectados

acaros em nenhuma das coldnias. No entanto, com o decurso do tempo ocorreu a
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reinfestacdo de todas as colonias, devido a causas naturais (deriva e pilhagem entre

coldnias a partir de apidrios proximos).

4.2.2. Método de infestacio artificial da criacio operculada de obreira e

“tipos” de V. destructor utilizados

Neste estudo foram utilizados trés “tipos” de V. destructor para infestar
artificialmente alvéolos de criagcdo operculada de obreira. A metodologia adoptada no
presente estudo foi idéntica a utilizada por Boecking e Drescher (1991, 1992), Guerra et
al. (2000) e Flores et al. (2001, 2003). Dois quadros com criacdo operculada de obreira
de cada uma das 12 colonias foram individualmente marcados. A criagdo utilizada
encontrava-se no estado de pupa de 7 dias apds a operculacao [pupas brancas com olhos
pigmentados (vermelho acastanhado) (Rembold et al., 1980)].

No sentido de estimar a idade da criagdo (e para possibilitar a sua posterior
localizag@o), marcava-se, numa folha de acetato, os alvéolos de criagdo que tinham sido
operculados a menos de 24 horas.

Os acaros utilizados na infestagdo artificial de alvéolos foram recolhidos de
criagdo recém-operculada de obreira oriunda de colmeias dadoras, altamente parasitadas
por V. destructor, mantidas a mais de 5 Km do apiario experimental. O estado
reprodutivo dos dcaros no momento da recolha e da introducgdo era desconhecido. Na
infestagdo artificial de alvéolos apenas foram introduzidos d4caros totalmente
pigmentados.

As V. destructor foram introduzidas nos alvéolos através de uma pequena abertura
na parte lateral do opérculo efectuada com um bisturi (Ruijter, 1987; Boecking e Ritter,
1993; Janmaat e Winston, 2000), como se mostra na Figura 4.1 a e b. Cada alvéolo foi
infestado com trés acaros e cuidadosamente fechado. Foram utilizadas 3 varroas mortas
e os alvéolos de criagdo foram observados apds 24 horas de infestagdo, uma vez que,
Flores et al. (2001) comprovaram que as obreiras reagiam de forma clara, no periodo de

24 horas, a este nimero de varroas.
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Figura 4.1. Marcacdo de alvéolos e corte lateral do opérculo (a) e introdugao de 4caros (b)

Neste estudo, utilizaram-se trés tipos diferentes de V. destructor. Varroas mortas
por congelacdo, varroas mortas naturalmente e varroas vivas. Estas trés “fontes de
variagdo”, que determinam trés “tratamentos” diferentes neste estudo, serdo por
conveniéncia de linguagem, designados por “métodos”.

Assim, o primeiro método consistiu na infestacao de alvéolos de criacdo com trés
acaros mortos por congelacdo (AMC). O processo de morte consistiu na congelacao dos
acaros a -20° durante 48 horas. Estes acaros foram posteriormente descongelados
durante cerca de duas a trés horas antes da sua introdugao nos alvéolos de criagao.

O segundo método (AMN) consistiu na infestagdo de alvéolos com trés acaros
mortos naturalmente. Estes, apos a sua recolha foram colocados em placas de petri,
permanecendo a temperatura ambiente até perecerem.

O terceiro método (AV) consistiu na infestacdo de alvéolos com trés acaros vivos.
Os acaros vivos, recolhidos de alvéolos de criagdo de obreira, foram mantidos
incubados sobre pupas de obreira (34°C) durante as 24 a 48 horas que precederam a sua
transferéncia para os alvéolos a infestar artificialmente.

Assim, utilizaram-se doze coldnias. Em trés coldnias estudou-se a resposta a
AMC, em trés outras a resposta a AMN e em trés outras, a resposta a AV. Nas restantes
3 colonias foram aplicados conjuntamente os trés métodos, neste caso identificados pelo
acrescento do indice ¢ (AMCc, AMNc e AVc). Cada um dos métodos de infestacao foi
aplicado em 2 quadros por colmeia. Em cada quadro foram utilizados 3 grupos de 10
alvéolos com criagdo operculada de obreira. No primeiro grupo foram introduzidos os

acaros. No segundo grupo (Test. I) os alvéolos foram abertos e fechados sem introduzir
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parasitas. No terceiro grupo (Test. II) os alvéolos ndo foram manipulados. Este terceiro
grupo, sem qualquer manipulagdo, visou monitorizar o possivel canibalismo das abelhas
durante o periodo experimental, tal como descrito por Boecking e Ritter (1993). Estes
grupos foram marcados em folhas de acetato, seguindo a metodologia de Ifantidis
(1983). Depois de manipulados os quadros foram recolocados nas suas respectivas
posicdes e colmeias. A resposta comportamental das abelhas foi avaliada 24 horas ap6s
a infestagdo com acaros mortos e 240 horas apds a infestagdo com acaros vivos.

A inspecc¢ao microscopica dos opérculos (lupa binocular, Leica MZ 12.5) dos
alvéolos que ndo foram removidos pelas abelhas permitiu verificar se estas abriram,
examinaram e construiram novos opérculos (Boecking e Spivak, 1999).

Paralelamente, a inspeccdo dos alvéolos que ndo foram removidos permitiu
verificar se as abelhas abriram, libertaram e/ou removeram os &acaros ou, €
alternativamente, se estes permaneciam sobre a criagdo. Assim, cada alvéolo de criagdo
operculada aparentemente intacto foi aberto, a pupa removida com a ajuda de uma
pinga, e as paredes dos alvéolos foram cuidadosamente examinadas para verificar a
presenca dos acaros introduzidos artificialmente.

O nivel de comportamento higiénico foi avaliado através do registo da
percentagem alvéolos de criacdo manipulados pelas abelhas.

Nos resultados avaliaram-se dois comportamentos (I e II): comportamento I as
abelhas limparam completamente os alvéolos parasitados, retirando os parasitas e as
pupas de obreira. No comportamento II as abelhas desopercularam e reopercularam os
alvéolos, retirando um ou mais V. destructor (no caso do acaro nao ter abandonado os

alvéolos) mas ndo a criagdo de obreira que estes continham.

4.2.3. Métodos de analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi efectuada através do software SAS (1998).

A normalidade dos dados, relativos aos niveis de comportamento higiénico
manifestados pelas abelhas, foi avaliada pelo teste W de Shapiro-Wilk. A
homogeneidade das variancias foi testada pelo teste de Levene. Como os dados ndo
seguiam uma distribui¢do normal, foram submetidos a uma analise de variancia nio

paramétrica utilizando o procedimento NPARIWAY do software SAS (1998).

135



Capitulo 4 - Avaliagdo de varios métodos de infestacdo artificial

Para a comparagdo multipla entre os valores médios dos comportamentos I e II
manifestados pelas colénias num mesmo método de infestagdo, utilizou-se o teste de
Friedman. Para a testagem de diferencas significativas entre os varios grupos de
alvéolos (infestados, manipulados e nao manipulados) optou-se pelo teste “Wilcoxon
Matched Pairs”.

As diferengas entre os trés métodos de infestagdo, nos varios meses de estudo,
foram comparadas duas a duas utilizando o teste Kruskal-Wallis. As diferencas entre os
valores médios dos distintos grupos de alvéolos (infestados, manipulados e ndo
manipulados) e dos dois comportamentos manifestados pelas colonias (comportamento
I e II) entre diferentes métodos (AMC, AMN e AV) foram comparadas, duas a duas,
utilizando o teste Mann-Whitney.

A relacdo entre os comportamentos I e II (dentro do mesmo método e entre

métodos) foi analisada pelo coeficiente de correlagdo de Spearman’s.
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4.3. Resultados

4.3.1. Avaliacio da resposta de colonias de abelhas meliferas a
utilizacdo de varios métodos de infestacao artificial de alvéolos de criacio
operculada de obreira com V. destructor, testados de forma individual ou

conjunta

Os alvéolos de criacdo operculada de obreira artificialmente infestados através dos
trés “métodos” estudados (AMC; AMN E AV) foram detectados pelas obreiras em
varios graus. Numa maior propor¢ao, os alvéolos estudados foram encontrados vazios, o
que demonstrou uma resposta de remoc¢do completa (removendo os parasitas e a
criagdo, comportamento I). Todavia, ocorreram situagdes em que as obreiras abriram e

reopercularam os alvéolos (comportamento II).

4.3.1.1. Método de infestacdo da criacdo operculada de obreira com acaros

mortos por congelacio (AMC)

Na Figura 4.2 constam os valores mensais médios da resposta higiénica das
obreiras ao mesmo método de infestacdo, quando aplicado isoladamente ou em
simultaneo com outros dois.

Estes resultados mostram que entre os dois grupos de testemunhas (Test. I e Test.
IT) ndo se observaram diferencas mensais médias estatisticamente significativas
(P>0,05). Porém, entre os grupos testemunhas e os grupos de alvéolos infestados com
trés AMC foram observadas diferengas mensais médias estatisticamente significativas
(P<0,05), quer tenha sido este o unico método aplicado na coldnia, quer tenham sido
aplicados os trés métodos em simultaneo.

O efeito da introdugdo de trés AMC entre ambas as situagdes (aplicagdo Unica
deste método nas colonias ou em conjunto com outros), ndo provocou respostas médias

estatisticamente diferentes (P>0,05) relativamente ao comportamento II.
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Figura 4.2 — Valores observados (media + erro padrdo da media, %) dos comportamentos manifestados pelas
colénias quando o mesmo método de infestagdo foi aplicado isoladamente (AMC) ou em simultdneo com outros
(AMCc), utilizando trés colmeias por grupo [duas repeticdes por colmeia e por més n=6]. “ ° — Médias entre
métodos, diferem estatisticamente entre si (P<0,05). » ® — Médias dentro do mesmo método diferem
estatisticamente entre si (P<0,05).

Contrariamente, existiram diferencas significativas (P<0,05) em Agosto e
Setembro ao considerar o comportamento 1. Este foi numericamente superior em todos
0s meses, nas colmeias em que a sua aplicagdo foi realizada em simultineo com outros
métodos de infestacdo artificial (Figura 4.2).

Os valores globais dos comportamentos manifestados por cada grupo de coldnias
em fun¢cdo do método de infestagdo aplicado (durante os quatro ensaios realizados),
assim como as correlagdes obtidas entre estes comportamentos, apresentam-se no
Quadro 4.1.

Ainda que as abelhas tenham detectado e removido alguns dos alvéolos dos dois
grupos de testemunhas (Test. I e Test. II), esta percentagem média foi muito reduzida e
estatisticamente ndo significativa (P>0,05), quer em grupos de coldnias onde este
método foi aplicado individualmente, quer no grupo onde foi testado conjuntamente

com os dois outros métodos (AMN e AV).
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Quadro 4.1. — Valores observados (média + erro padrdo da média, %) e valores dos coeficientes de
correlacdo obtidos a partir dos comportamentos manifestados pelas abelhas quando o mesmo método de
infestacdo foi aplicado isoladamente (AMC) ou em simultdneo com outros (AMCc), em duas repeticdes
efectuadas por colmeia e em dois grupos de trés colmeias, nos quatro ensaios consecutivos realizados em
2001 (n=24).

Método de
Comp. I Comp. I Test. I Test.II Comp. I/ Comp. II
infestacao
AMC 13,843,29aA  35,045,74a  2,1+1,20aB  0,0+0,00aB r=0,173 NS

AMCc 30,4+4,02bA  30,4+3,68a  10,4+5,73aB  8,3+5,47aB r= 0,365 NS

a, b — Médias entre métodos, diferem estatisticamente entre si (P<0,01). A, B — Médias dentro do mesmo
método diferem estatisticamente (P<0,05) entre si. r = Coeficiente de correlagdo de Spearman, NS - Nao
significativo para r >0, P>0,05.

Estes resultados mostram que independentemente de ser aplicado um unico ou
varios métodos em simultaneo (por colénia e em cada grupo), a remocao média dos
alvéolos infestados com AMC foi diferenciada e estatisticamente significativa (P<0,05),
comparativamente aos alvéolos testemunha.

No contexto global dos quatro meses de estudo, as obreiras removeram uma
percentagem média superior (P<0,01) de crias e AMC (comportamento I) nas coldnias
em que este método foi aplicado em simultineo com os outros dois (30,4%)
comparativamente ao grupo de coldénias em que apenas se aplicou este método (13,8%).
Porém, entre estes grupos de colonias, ndo foi observada nenhuma diferenciacdo
estatisticamente significativa (P>0,05) relativamente a manifestacdo do comportamento
IT (nem a percentagem média de pupas removidas nos dois grupos de testemunha).
Aparentemente estes resultados parecem revelar que a aplicagdo de varias metodologias
em simultdneo na mesma colonia pode afectar a resposta das abelhas.

Nao existiu uma correlagcdo estatisticamente significativa (P>0,05) entre os
comportamentos 1 e II, relativamente aos alvéolos infestados com 3 AMC,
independentemente do método ter sido aplicado isoladamente (r=0,173) ou em

simultaneo com os outros dois (r=0,365).
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4.3.1.2 Método de infestacio da criacio operculada de obreira com acaros

mortos naturalmente (AMN)

Os valores médios dos comportamentos manifestados pelas abelhas em cada um
dos grupos (introducdo de AMN; alvéolos manipulados e alvéolos ndo manipulados),
como reac¢do a aplicagdo do método de infestagdo de alvéolos com AMN, encontram-
se representados na Figura 4.3.

Globalmente, as obreiras detectaram e removeram uma maior percentagem média
de alvéolos manipulados, comparativamente a alvéolos ndo manipulados. Todavia,
devido a grande variabilidade, n3o se observaram diferencas estatisticamente
significativas (P>0,05). A excep¢do de Julho, onde a remocio média de crias foi
superior (P<0,05) em alvéolos manipulados (20,0%), comparativamente com os 0%
observados em alvéolos ndo manipulados, na situacdo em que apenas foi aplicado o

método AMN.

Junho Julho
100 - 100 1
OAMN (n=4) 80 -
80 1 N mAMNG: (n=6) OAMN (n=6)
= & AMNG (n=6)
g 60 4 a= a % L
m a s - a'.. a A
0 E 4 A
as
20 1
20 A =
~
3 3 ] . . v
0 H ; H ! Comp | Compll Test.l Test.ll
Comp | Compll Test.l Testll
Agosto Setembro
100 | 100 ~
80 A 20 -
OAMN (n=5) =
i AL OAdN (n=5)
% 60 AMNG (n=6 % 60 - mANG (n=6)
= an . B
§ 40 A b A g 40 - ba
a A a z A A
20 4 a= A 20 4 a=
5 IJ-I &
0 T T T 0 A T T T \
Comp | Comp Il Test.l Test.ll Comp| Comp Il Test.| Test.ll

Figura 4.3 — Valores observados (media + erro padrdo da media, %) dos comportamentos manifestados pelas
colénias quando o mesmo método de infestag@o foi aplicado isoladamente (AMN) ou em simultdneo com outros
(AMNc), utilizando trés colmeias por grupo [duas repeticdes por colmeia e por més]. * ® — Médias entre
métodos, diferem estatisticamente entre si (P<0,05). » ® — Médias dentro do mesmo método diferem

estatisticamente entre si (P<0,05).

140



Capitulo 4 - Avaliagdo de varios métodos de infestacdo artificial

Entre os grupos testemunha e os grupos de alvéolos infestados com AMN também
ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas (P>0,05), na situagdo
em que apenas este método foi aplicado. Porém, nas coldnias em que o comportamento
induzido pelos AMN foi conjuntamente testado com os outros dois “métodos”
observou-se, em Junho e Setembro uma diferenciacdo estatisticamente significativa
(P<0,05) nos grupos de alvéolos infestados (30,0 e 26,7%, respectivamente)
comparativamente aos alvéolos dos dois grupos testemunha (0,0 e 0,0%,
respectivamente).

Globalmente, a resposta comportamental das abelhas aos AMN foi semelhante a
dirigida aos AMNc (P>0,05). A tnica excepgdo ocorreu no més de Agosto (P<0,05), e
sO no que se refere ao comportamento I1.

O grupo de colonias em que se testou os AMNCc apresentou, em Setembro, niveis
médios de comportamento I estatisticamente superiores (P<0,05) aos do grupo de
coldnias onde se testou os AMN. Sugerindo estes resultados que possivelmente, ambas
as circunstancias (o efeito da aplicagdo conjunta de varias metodologias € 0 més em que
sdo aplicadas) podem interferir neste comportamento.

Os valores globais dos comportamentos manifestados pelas colonias estudadas,
bem como as correlagdes obtidas entre estes comportamentos, encontram-se

representados no Quadro 4.2.

Quadro 4.2. — Valores médios observados (média + erro padrdo da média, %) e valores dos coeficientes
de correlacdo obtidos a partir dos comportamentos manifestados pelas colonias quando o mesmo método
de infestagdo foi aplicado isoladamente (AMN) ou em simultaneo com outros (AMNc), em duas
repeti¢des efectuadas por colmeia e em dois grupos de trés colmeias, nos quatro ensaios realizados em
2001

Método de
Comp. I Comp. I Test. I Test.II Comp. I/Comp. II
infestacao

AMN (n=20) 16,0+4,83aA 24,0+4,38a 23,0+6,24aA 12,5+3,69aA r=0,021 NS
AMNc (n=24) 30,0+3,71bA  30,0+3,51a 12,1+6,02bB 9,17+5,77aB r=-0,136 NS

a, b — Médias entre métodos, diferem estatisticamente entre si (p<0,05). A, B — Médias dentro do mesmo
método diferem estatisticamente (P<0,05) entre si. r = Coeficiente de correlagdo de Spearman, NS - Nao
significativo para r >0, P>0,05

Entre os grupos de colonias em que se introduziram AMN e AMNc a remogao
média de criacdo dos alvéolos manipulados foi estatisticamente superior (P<0,05)

quando os AMN foram individualmente testados em cada uma das colonias desse
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grupo. Nao tendo sido observadas diferengas estatisticamente significativas (P>0,05)
relativamente ao grupo testemunha II. Porém, em cada uma das situagdes em que os
AMN ou AMNCc foram testados ndo se observaram diferencas de nivel comportamental
entre os alvéolos manipulados e ndo manipulados.

Aliés, no grupo de colonias em que os AMN foram aplicados isoladamente, ainda
que, numericamente superior, ndo foi observada uma diferenciacdo significativa
(P>0,05) entre a remoc¢do média dos alvéolos infestados e os alvéolos testemunha
(manipulados e ndo manipulados), reflectindo um grau de comportamento semelhante
entre as coldnias.

Contrariamente, diferencas de nivel comportamental estatisticamente
significativas (P<0,05), entre o comportamento I e o comportamento de remocao de
crias dos alvéolos testemunhas observaram-se no grupo de colonias que receberam
AMNCc.

Por outro lado, no contexto global dos quatro meses de estudo, as obreiras foram
mais eficazes na detec¢do e remogdo de pupas de obreiras e parasitas (comportamento I
P<0,05) na situagdo em que se introduziram AMNc. No entanto, ja& nao foram
observadas diferengas estatisticamente significativas (P>0,05) relativamente ao
comportamento II.

Nao existiu uma correlagdo estatisticamente significativa entre o0s
comportamentos | e II na resposta prestada pelas colénias onde se introduziram AMN
(r=0,021; P>0,05), nem quando o mesmo método foi utilizado em simultaneo com os

outros dois (r=-0,136; P>0,05).

4.3.1.3. Método de infestacdo de criacio operculada de obreira com acaros

vivos (AV)

Os valores médios mensais dos comportamentos manifestados pelas abelhas em
cada um dos grupos (AV, Test. I e Test. II) encontram-se representados no Figura 4.4.

Estes resultados mostram que, globalmente, as abelhas detectaram e removeram
uma percentagem média semelhante de criacdo dos alvéolos manipulados (testemunha
I) e ndo manipulados (testemunha II), em cada grupo de colonias ao qual foi aplicado o

mesmo método AV de distintas formas (isolada ou conjuntamente).
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Provavelmente devido ao elevado erro padrao da média (que, em alguns casos,
igualou o valor médio), ndo foram observadas diferencgas estatisticamente significativas
(P>0,05) entre os grupos testemunhas. Contudo, a diferenciagdo observada entre estes
grupos € o grupo de alvéolos nos quais se introduziram os 4acaros vivos foi
estatisticamente significativa (P<0,05) em praticamente todos os meses.

Globalmente, a resposta comportamental II ndo diferiu de forma estatisticamente
significativa (P>0,05) entre grupos AV e AVc. Salienta-se, porém, que no més de
Agosto, o grupo de colonias AV, manifestaram mais (P<0,05) este comportamento.

Analisando mensalmente, a remo¢ao média da cria¢do e parasitas (comportamento
I), verificou-se que esta foi superior (P<0,05) em Agosto e Setembro, no grupo de
colonias AVc. Apesar disso, salienta-se a elevada variabilidade por grupo de colonias e
por més, associada 4 manifestacdo deste comportamento, o que podera, de certa forma,

ajudar a explicar estes resultados (Figura 4.4).
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Figura 4.4 — Valores observados (media + erro padrdo da media, %) dos comportamentos manifestados pelas
colénias quando o mesmo método de infestagdo foi aplicado isoladamente (AV) ou em simultdneo com outros
(AVc), utilizando trés colmeias por grupo [duas repeti¢des por colmeia e por més]. * °— Médias entre métodos,
diferem estatisticamente entre si (P<0,05). * ® — Médias dentro do mesmo método diferem estatisticamente
entre si (P<0,05).
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No Quadro 4.3 apresentam-se os valores globais dos comportamentos
manifestados pelas colonias de abelhas como resposta ao método de infestacdo aplicado
nos 4 ensaios realizados no ano civil de 2001, bem como as correlagdes obtidas entre

estes comportamentos.

Quadro 4.3. — Valores médios (média + erro padrdo da média, %) e valores dos coeficientes de
correlacdo obtidos a partir dos comportamentos manifestados pelas abelhas quando o mesmo método de
infestacdo foi aplicado isoladamente (AV) ou em simultdneo com outros (AVc), em duas repeti¢cdes
efectuadas por colmeia e em dois grupos de trés colmeias, nos quatro ensaios realizados em 2001

Método de
Comp. I Comp. I Test. I Test.II Comp. I/ Comp. II
infestacao

AV (n=21) 35,745,10aA  32,4+6,72a 9,5+5,09aB 3,3+2,32aB r=-0,52*
AVc (n=24) 39,2+5,61aA  14,6+3,07b  16,3£7,59aB  16,7+7,77aB r=0,12 NS

a, b — Médias entre métodos, diferem estatisticamente entre si (P<0,05). A, B — Médias dentro do mesmo
método diferem estatisticamente (P<0,05) entre si. r = Coeficiente de correlagdo de Spearman; NS — Néao
significativo para r >0, P>0,05; * - Significativo para P=0,05.

Estes resultados mostram alguma remocdo média verificada nos grupos
testemunha I e II. Ainda que esta, ndo tenha sido estatisticamente significativa (P>0,05)
entre os grupos de colonias AV e AVc, foi numericamente superior no grupo onde a
infestagdo artificial de alvéolos de criacdo de obreira com V. destructor vivas foi
efectuada conjuntamente com os outro dois métodos (AMCc e AMNc).

Contudo, a remog¢ao média dos alvéolos infestados com acaros vivos apresentou
valores superiores (P<0,05) aos observados em alvéolos testemunha (manipulados e ndo
manipulados), quer quando aplicado individualmente quer quando avaliado
conjuntamente com outros métodos (AMCc e AMNCc).

Além disso, o nivel médio de expressdao do comportamento I em alvéolos AV foi
semelhante (P>0,05) ao observado em grupos AVc. Porém, a expressio média do
comportamento II (alvéolos abertos e reoperculados, permitindo a sobrevivéncia da sua
criacdo) foi superior (P<0,05) no grupo de alvéolos AV, comparativamente ao grupo
AVc.

Comparando os niveis de comportamentos I e II na resposta das obreiras aos
alvéolos artificialmente infestados com V. destructor vivas, o valor do coeficiente de
correlacdo obtido foi negativo e estatisticamente diferente de zero (r=-0,52; P<0,05),
indicando que as colonias que mais manifestam o comportamento I menos tendem a

manifestar o comportamento II (e vice versa). Todavia, esta associacdo so foi observada
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em grupos de alvéolos AV. Nos grupos AVc, ndo foi possivel encontrar uma correlagao
estatisticamente significativa entre os comportamentos I e II (r=0,12; P>0,05).

Estes resultados poderdo reforgar a hipotese de que o facto de aplicarmos mais de
um método de infestagdo por coldnia podera interferir na resposta comportamental das

abelhas.

4.3.2. Comparaciao entre resultados obtidos exclusivamente em grupos de

alvéolos AMC, AMN e AV.

Na Figura 4.5. apresentam-se os niveis médios mensais de comportamentos I e II,

observados em coldnias sujeitas a um tnico “método” (AMC, AMN ou AV).
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Figura 4.5 - Valores observados (média + erro padrao da média, %) dos comportamentos manifestados pelas
colonias de abelhas quando cada um dos trés métodos de infestagio foi o unico aplicado. * ® — Médias entre

métodos, diferem estatisticamente (P<0,05) entre si.
estatisticamente (P>0,05) entre si.

A B _ Médias dentro do mesmo método diferem

Estes resultados mostram que em cada més de estudo as obreiras sempre

removeram alguma criagdo nos dois grupos de alvéolos testemunhas. Assinale-se,

porém, que a remo¢do média de criagdo dos alvéolos ndo manipulados foi
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numericamente inferior, mantendo-se estes praticamente inalterados. Ainda assim, entre
os dois grupos de alvéolos testemunhas (Test. I e Test. II) ndo foram observadas
diferengas significativas (P>0,05) por més de estudo, para cada uma das metodologias
aplicadas.

Saliente-se, porém, que o nivel médio de remogdo nos grupos de alvéolos
infestados foi maior e estatisticamente significativo (P<0,05), comparativamente aos
grupos de alvéolos testemunha para cada uma das metodologias de infestacdo artificial
estudadas e para a maioria dos meses. A excep¢do do més de Setembro [no qual nio
foram observadas diferengas estatisticamente significativas no nivel médio de remocgao
entre grupos de alvéolos manipulados (com e sem introdug¢do de acaros) relativamente
aos trés métodos de infestacdo artificial de criagdo de obreira com V. destructor que
foram aplicados, P>0,05].

Globalmente, ndo foram observadas diferencas significativas entre os diferentes
métodos de infestacao (P>0,05), no que respeita a resposta das coldnias. Todavia, em
Julho, as obreiras detectaram e removeram (comportamento I) uma percentagem média
superior (P<0,05) de pupas e parasitas no grupo de coldnias em que foi aplicado o

método de infestacdo com acaros vivos.

Contrariamente, foram observadas diferengas estatisticamente significativas
(P<0,05) entre os trés métodos de infestacdo artificial de criacdo de obreira com V.
destructor que foram estudados, relativamente a percentagem média de alvéolos abertos
e fechados (comportamento II). Estas diferencas ocorreram em todos os meses, a
excepcao de Setembro.

No Quadro 4.4 apresentam-se os valores gerais dos comportamentos manifestados
pelas coldnias de abelhas como resposta aos diferentes métodos de infestagdo aplicados
individualmente nos quatro ensaios realizados.

Estes resultados mostram que o valor da remoc¢do média de criacdo entre os
grupos testemunha (Test. I e Test. II) s6 diferiu estatisticamente (P<0,05) em colonias
sujeitas ao “método” AMN. Apenas neste método (AMN) ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significativas (P>0,05) com os grupos testemunha, no que
diz respeito ao comportamento de remogao de criagdo e acaros (Comp. I).

Entre os varios métodos estudados (AMC, AMN e AV), a remocdo média de

criacdo e de parasitas (comportamento I) s6 foi estatisticamente superior (P<0,05)
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quando foi aplicado o método de infestagdo com acaros vivos (37,5%). No entanto, a
percentagem média de alvéolos abertos e fechados pelas abelhas permitindo a
sobrevivéncia da sua criacdo foi relativamente semelhante (P>0,05) entre os trés

métodos estudados.

Quadro 4.4. — Valores observados (média + erro padrio da média, %) dos comportamentos
manifestados pelas colonias quando um sé6 método de infestacdo foi aplicado em dois quadros por
coldnia e em trés grupos de trés colonias por cada método, nos quatro ensaios realizados em 2001.

) Comp. | Comp. 1T Test. I Test.II
Método de infestacao
médiat+ epm médiat+ epm médiat+ epm médiat+ epm
AMC (n=24) 13,8+3,29aA 35,0+5,74a 2,1+1,20aB 0,0+0,00aB
AV (n=21) 35,7+5,10bA 32,4+6,72a 9,5+5,09aB 3,3+2,32aB
AMN (n=20) 16,0+4,83aA 24,0+4,38a 23,0+6,24bA 12,5+3,69bA

a, b,— Médias entre métodos, diferem estatisticamente (P<0,05) entre si. A, B — Médias dentro do mesmo
método diferem estatisticamente (P>0,05) entre si.

4.3.3. Comparacio entre as diferentes metodologias de infestacdo de alvéolos

de criacdo de obreiras quando aplicadas conjuntamente por colmeia

Na Figura 4.6 constam os niveis médios mensais dos comportamentos
manifestados pelas colonias, quando sujeitas a testagem conjunta dos trés métodos
(AMC, AMN ¢ AV).

Globalmente, as abelhas detectaram e removeram um namero elevado de alvéolos
testemunhas (Test. I e Test. I1). Provavelmente devido ao elevado erro padrdo da média
(que, em alguns casos, foi igual ao valor médio) ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (P>0,05) entre os grupos testemunha.

Na maioria dos casos foram observados nos grupos de alvéolos artificialmente
infestados (em cada um dos meses de estudo e para cada grupo de alvéolos infestados)
valores médios de remocao superiores (P<0,05) aos observados nos grupos testemunha
e 1D).

Nao se observaram diferengas mensais estatisticamente significativas (P>0,05)
entre os diferentes métodos AMCc, AMNc e AVc, relativamente a percentagem média
de pupas e parasitas detectados e removidos pelas obreiras (comportamento I).
Paralelamente, também geralmente ndo foram observadas diferencas significativas
(P>0,05) entre aqueles “métodos”, relativamente a percentagem média de alvéolos

abertos e fechados permitindo a sobrevivéncia da sua criacdo (comportamento II). Neste
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dominio, o més de Junho foi excepcional, dado que o comportamento II ndo foi

manifestado no grupo de alvéolos em que foram introduzidos acaros vivos (Figura 4.6).
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Figura 4.6 - Valores observados (média + erro padrdo da média, %) dos comportamentos manifestados pelas
coldnias de abelhas quando trés metodologias de infestagcdo foram aplicadas conjuntamente em cada uma delas,
nos quatro ensaios realizados em 2001 (n=6, para cada método e més). **— Médias entre métodos, ndo
apresentam diferencas estatisticamente significativas (P>0,05) entre si. *® — Médias dentro do mesmo método
diferem estatisticamente (P<0,05) entre si.

No Quadro 4.5 apresentam-se os valores globais do nivel de comportamentos
manifestados pelas colonias em resposta aos diferentes métodos de infestagdo estudados
conjuntamente, bem como as correlagdes obtidas entre estes dois comportamentos.

Para as diferentes metodologias aplicadas os valores médios observados de
remoc¢do de criagdo pelas coldnias foram semelhantes, ndo tendo sido observadas
diferengas estatisticamente significativas (P>0,05) entre os diferentes grupos
testemunha (I e II), provavelmente devido a variabilidade associada a detec¢do e

remocao das crias nestes grupos.
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A semelhanga do nivel de remogio observado nos grupos testemunha, também a
percentagem média de remoc¢ao de pupas e parasitas (comportamento I) foi semelhante

(P>0,05) entre os diferentes métodos (AMCc, AMNc e AVc).

Quadro 4.5. — Valores médios observados (média + erro padrdo da média, %) dos comportamentos
manifestados pelas colonias em que foram aplicados conjuntamente trés métodos de infestagdo de
alvéolos de criacao de obreira em dois quadros por coldnia, num grupo de trés colonias nos quatro ensaios
realizados em 2001 (n=24).

) Comp. | Comp. 1T Test. I Test. II
Método de infestacao
médiatepm médiatepm médiatepm médiatepm
AMCc 30,4+4,02aA 30,4+3,68a 10,4+5,73aB 8,3+5,47aB
AMNCc 30,0+3,71aA 30,0+3,51a 12,1+6,02aB 9,2+5,77aB
AVc 39,2+5,61aA 14,6+3,07b 16,3+7,59aB 16,7+7,77aB

a, b — Médias entre métodos, diferem estatisticamente (P<0,05) entre si. A, B — Médias dentro do mesmo
método diferem estatisticamente (P<0,05) entre si.

Além disso, quando todos os métodos foram aplicados conjuntamente nos
mesmos quadros de criacdo, a percentagem média de alvéolos desoperculados e
reoperculados, pelas obreiras (permitindo a sobrevivéncia da sua criagdo;
comportamento II) foi superior (P<0,05) quando se introduziram acaros mortos quer por

congelacdo (30,4%) quer naturalmente (30%), comparativamente a introdug@o de acaros
vivos (14,6%).
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4.4. Discussao

4.4.1. Avaliacio da resposta de colonias de abelhas meliferas a
utilizacdo de varios métodos de infestacao artificial de alvéolos de criacio
operculada de obreira com V. destructor, testados de forma individual ou

conjunta

O comportamento de remogdo manifestado pelas abelhas meliferas, como uma
componente do comportamento de limpeza, foi descrito a partir dos estudos classicos de
Rothenbuher (1964a, b). Os resultados do presente trabalho demonstraram que as
coldnias de abelhas portuguesas sdo capazes de detectar alvéolos de criacdo de obreira
infestados artificialmente com V. destructor.

Estas colonias reagem a um baixo nivel de infestagdo principalmente de duas
formas: (i) pela desoperculacdo dos alvéolos e remocdo da criagdo parasitada
(comportamento I), ou (ii) abrindo e fechando os alvéolos, permitindo a sobrevivéncia
da sua criagdo (os acaros permanecem nos alvéolos, sdo retirados pelas abelhas, ou
podem ainda abandonar os alvéolos; comportamento II). Estes comportamentos
observados em A. mellifera por varios autores (Boecking et al., 1992; Boecking e
Drescher, 1994; Boecking e Spivak, 1999; Flores Serrano et al., 2001; Flores et al.,
2001, 2003) foram também observados nas coldnias portuguesas avaliadas neste estudo.

As colonias testadas conseguiram claramente detectar na sua criagdo operculada
de obreira a presenca quer de dcaros mortos (independentemente do tipo de morte), quer
de acaros vivos.

Na maioria dos casos, os niveis de remogao dos alvéolos infestados com acaros
mortos foram significativamente superiores aos observados em alvéolos testemunha (I e
IT), independentemente do processo de morte (congelacdo ou natural) dos acaros ou da
aplicagdo (individual ou conjunta) dos trés métodos.

Estes resultados permitem sugerir que ainda que o efeito da manipulacao dos
alvéolos possa, de certa forma, influenciar a resposta das abelhas, esta resposta ¢
desencadeada essencialmente pela introducdo de acaros. Com efeito, a inspec¢do dos
opérculos dos alvéolos dos grupos testemunha (I e II) que ndo foram removidos,
permitiu verificar que estes ndao foram abertos nem reoperculados novamente pelas
obreiras durante os ensaios.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Aumeier e Rosenkranz (2001) ao
introduzirem 4caros ¢ formigas mortos por congelacdo ou ainda solugdes contendo os
seus restos. Estes autores observaram, comparativamente ao grupo testemunha, um
aumento da reaccdo higiénica em todas as coldnias. Esta tendéncia corrobora aquela
também observada por Flores et al. (2003) ao introduzirem trés &caros mortos por
congelagdo em alvéolos de criacdo de obreira.

Por outro lado, o mesmo padrdo comportamental foi observado ao introduzir
acaros vivos nos alvéolos de criacdo de obreira. Neste estudo observou-se uma maior
remocao média de alvéolos infestados com 4caros vivos comparativamente aos alvéolos
testemunhas [(35,7% vs. 9,5% (Test. 1) e 3,3% (Test. 11)]. Esta situagdo concorda com
as tendéncias observadas por (Guerra et al. , 2000; Flores et al., 2001, 2003).

Neste trabalho, as abelhas manifestaram maior remog¢do de criagdo e parasitas
quando foi efectuada a infestacdo de alvéolos com acaros vivos [35,7% vs. (13,8%;
AMC) ou (16,0%; AMN)]. Contrariamente, Aumeier et al. (2000) observaram niveis de
comportamentos semelhantes quer a infestagdo artificial dos alvéolos de criacdo tenha
sido efectuada com 4caros vivos, quer com os acaros mortos (apresentando as colonias
africanizadas uma remog¢ao média de 24,2% vs. 44,1% ¢ as coldnias carnicas 30 vs.
37,5%, respectivamente).

Os niveis de comportamentos manifestados pelas coldnias do presente estudo
também diferem dos observados por Flores et al. (2001) ao compararem a resposta das
abelhas a infestacdo de alvéolos de criacdo de obreira com acaros mortos e vivos. Estes
autores verificaram, apos a introducdo de trés acaros por alvéolo de criagdo, que nao se
observavam diferencas estatisticamente significativas (p=0,686) na resposta das abelhas
aos acaros vivos ou mortos, mas neste caso todos os alvéolos foram observados as 24
horas.

Normalmente, a maioria dos métodos utilizados para avaliar a resposta de
remocao das obreiras perante o acaro V. destructor baseiam-se na infestagao artificial de
alvéolos de criagdo operculada com varroas vivas. O nivel de resposta das obreiras ¢é
avaliado apos um periodo de tempo que varia entre 168 a 240 horas (Boecking e
Spivak, 1999; Flores et al., 2003). Este longo periodo pode influenciar os resultados
devido a impossibilidade de controlar a reproducao destes acaros e, consequentemente,
poderem existir mais varroas (descendentes) nos alvéolos de criagdo, o que podera

induzir um maior nivel de resposta das obreiras (Boot et al., 1995; Flores et al., 2001;
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Ibrahim e Spivak, 2006). Além disso, existe também a possibilidade dos resultados
serem influenciados pela presenca de outras patologias transmitidas pela varroa, as
quais poderdo contribuir para o nivel dessa resposta (Vandame et al., 1998, 2000).
Desta forma, e reflectindo sobre os resultados obtidos no presente estudo poderd ser
questionavel se, efectivamente, o maior periodo de registo considerado para a
interpretacdo dos comportamentos manifestados pelas colonias ao introduzir &caros
vivos em alvéolos de criagdo de obreira serd necessario. Segundo Flores et al. (2001) o
nivel de resposta das obreiras ¢ diferencidvel as 24 horas, quer para os acaros vivos quer
para os mortos, o que foi também confirmado neste estudo para o caso dos acaros
mortos (independentemente do processo de morte). Assim, a execucdo destas
metodologias de infestagcdo pode ser simplificada se forem utilizadas varroas mortas e o
periodo de registo dos comportamentos manifestados pelas obreiras for realizado as 24
horas.

Este aspecto parece ser importante, se a resposta higiénica perante a criacdo
congelada ndo for considerada o melhor indicador para a seleccdo de abelhas tolerantes,
como afirmam Ibrahim e Spivak (2006), e dever-se-4 entdo utilizar a criacdo
artificialmente infestada para seleccionar neste sentido.

No presente estudo, tal como no de Flores et al. (2001), ndo foi encontrada uma
correlagdo estatisticamente significativa quando comparamos os comportamentos I e II
sobre alvéolos AMC, AMN, nas duas situagdes em estudo. Estes resultados sugerem
que ambos os comportamentos (I e IT) poderdo ser manifestados de forma independente,
uma vez que os coeficientes de correlagdo sdo praticamente nulos. Uma causa possivel
para este facto ¢ a de que estes comportamentos possam ser executados por grupos de
obreiras “especializadas” para cada uma destas componentes do comportamento
higiénico perante alvéolos infestados com o acaro V. destructor, corroborando os relatos
de (Thakur et al., 1996, 1997).

Todavia foi encontrada uma correlagdo negativa (r=-0,52) entre os
comportamentos I e II sobre alvéolos com AV, mas apenas na aplica¢do individual deste
método. Aparentemente estes resultados parecem revelar que quando se introduzem
AV, possivelmente existe uma maior actividade no interior dos alvéolos (como
consequéncia da reproducdo da varroa), o que podera estimular um maior nivel de
resposta das obreiras “especializadas” nestes comportamentos (I e II). No caso de se

aplicar mais de um método de infestagdo por coldnia, além de um maior numero de
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alvéolos manipulados pode existir também uma maior actividade no interior desses
alvéolos o que pode interferir na execu¢do de cada um destes comportamentos.

Resultados semelhantes foram obtidos em estudos prévios revelando que existia
uma correlagdo entre a resposta de remogao das coldnias apos a introdugdo de acaros
vivos de diferentes origens (Rosenkranz et al., 1993; Boot ef al., 1999). Posteriormente,
também (Flores ef al., 2001) obtiveram uma correlacdo positiva (r=0,49) entre o
comportamento higiénico manifestado pelas obreiras e o nimero de varroas por alvéolo
(alvéolos de criagdo infestados com duas e trés varroas vivas).

Os resultados do presente estudo mostram também, que as abelhas limpam
maiores percentagens de alvéolos infestados quando sdo testados varios métodos em
simultineo dentro de uma mesma colonia, provavelmente por se ter
infestado/manipulado um maior numero de alvéolos por quadro de criagao.

Isto significa que aparentemente a aplicacdo simultdnea de varios métodos de
infestagdo de alvéolos na mesma colonia, podera influenciar consideravelmente o
comportamento manifestado pelas obreiras, em conformidade com a opinido de Janmaat
e Winston (2000) ao afirmarem que a capacidade higiénica de colonias de A. mellifera
varia em fun¢ao das suas proprias condi¢des gerais.

Por outro lado, os resultados deste estudo, seguindo a tendéncia geral observada
para os grupos AMC, AMN e AV, sugerem ainda que aparentemente o efeito do més
em que estes métodos sdo aplicados, também parece influenciar a resposta das colonias
de abelhas meliferas nesta regido. Tendéncias semelhantes foram também observadas
por varios autores (Spivak e Gilliam, 1993; Boecking e Drescher, 1994; Spivak, 1996).

Em virtude das razdes anteriormente referidas, no Capitulo 5 serdo aplicados de
forma independente e em vérias estacdes do ano cada um dos métodos de infestagdo de
criacdo operculada de obreira de forma a avaliar qual o método mais indicado para a

regido em estudo.
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4.3.5 Conclusoes

As colonias de abelhas meliferas portuguesas executam o comportamento
higiénico face a criagdo infestada com &caros mortos (independentemente do processo
de morte estudado) da mesma forma e numa extensdo similar. Todavia, esta resposta
higiénica ¢ muito mais evidente quando os alvéolos de criacdo de obreiras sdo
infestados com 4caros vivos.

A aplicagdo de varias metodologias de infestacdo em simultaneo, aparentemente,
interfere na resposta comportamental das coldnias, o que contribui para afirmarmos que
neste tipo de estudos estas metodologias de infestagdo da criagdao operculada de obreira
devem ser aplicadas individualmente por colmeia, de forma a ndo interferirem umas

com as outras.
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Capitulo 5

Analise comparativa dos niveis de expressio de
comportamento higiénico relativamente aos varios
métodos estudados de infestacao artificial de alvéolos

de criacao operculada de obreira com V. destructor

5.1. Introdu¢ao

O enquadramento dos estudos realizados neste capitulo, no contexto mais lato do
estado actual do conhecimento neste dominio, foi efectuado na secgdo “4.1. Introdu¢ao”
do capitulo anterior. Todavia, importa ainda explicitar nesta sec¢do os principais
objectivos prosseguidos com a realizagdo do estudo relatado neste capitulo. Assim, os
objectivos especificos deste estudo foram:

(1) avaliar a relagdo entre o nivel de comportamento higiénico manifestado pelas
H e NH e a sua resposta perante distintos métodos de infestacdo de criacdo de obreira

com V. destructor; aplicados de forma independente em vérias estagdes do ano;
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(2) comparar o perfil comportamental das colonias H e NH entre os distintos
métodos de infestagdo de alvéolos de criagdo com V. destructor; e

(3) eleger, de entre os varios métodos de infestagdo, o mais indicado (por questdes
de ordem pratica), para a avaliagdo do nivel de comportamento de remocgao da criagdo e

de &caros no ambito de um futuro programa de melhoramento genético.
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5.2. Material e métodos

5.2.1. Apiario experimental

Neste estudo foram utilizadas 8 colmeias e foram realizados 3 ensaios (na
Primavera, no Verdo e no Outono, entre os meses de Junho a Outubro de 2002). As
coldnias foram as mesmas utilizadas no Capitulo 3 (Estudo 2), pelo que a localizagdo da
area de estudo e a sua caracterizacdo foi ja apresentada nesse Capitulo. Neste estudo,
um total de 8 coldnias [equidistribuidas pelos grupos H e NH em 2001, com base na sua
resposta a criagdo morta por congelacdo (Capitulo 3, Estudo 1)], foram submetidas a
distintos métodos de infestacdo de alvéolos de criacao operculada de obreira com V.
destructor aplicados de forma independente e consecutivamente no mesmo periodo de
testagem (por estagcdo do ano), no sentido de investigar a sua resposta comportamental.

Todas as coldnias foram alojadas em colmeias de modelo Langstroth, com 10
quadros por ninho, com estrados adaptados para a recolha de 4caros, e mantidas no
sistema tradicional de produgdo. Todas as colonias derivaram de enxames locais com
rainhas acasaladas naturalmente. Durante todo o periodo de estudo, a populacdo de
abelhas adultas ocupou um espago compreendido entre cinco a dez quadros por colmeia.

O maneio das coldnias foi conservador (isto é, ndo se aplicaram estratégias de
intensificacdo de produgdes). Além disso, houve uma grande preocupacgdo no sentido de
prevenir o processo de enxameacdo durante Primavera. Para esse efeito foram
consideradas essencialmente duas medidas. A primeira visou o corte da extremidade das
asas anteriores das rainhas, de forma a evitar que estas levantassem voo com os seus
eventuais respectivos enxames, procedimento este que ocorreu momentos apds a sua
marcac¢do. A segunda medida teve como principio aumentar o espaco disponivel para a
postura da rainha e armazenamento de reservas, ao nivel das colonias. Este
procedimento foi efectuado, aproximadamente, duas semanas antes de se tornar
necessario.

No inicio da Primavera do ano de 2002 foram realizados tratamentos preventivos
para reducdo do crescimento populacional das varroas. Neste sentido, todas as colonias
foram tratadas com duas tiras de Apistan® (Fluvalinato, 800 mg por tira), apds a

quantificagdo prévia dos respectivos graus de infestagdo com varroa. O grau de
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infestagdo foi determinado em abelhas adultas, segundo o método adoptado por
(Vandame, 1996).

Antes do inicio de cada ensaio (na Primavera) ndo foram praticamente detectados
acaros em nenhuma das coldnias. No entanto, com o decurso do tempo ocorreu a
reinfestagdo de todas as colénias, devido a causas naturais (tais como a deriva e a

pilhagem entre coldnias).

5.2.2. Método de infestagao artificial da criacido operculada de obreira

Em 2002, oito colonias identificadas no ano de 2001 como H ou NH (n=4) (com
base no seu comportamento higiénico, avaliado através do método de morte da criacao
de obreira por congela¢do; Capitulo 3 Estudo 1) foram individual (2 quadros por
colmeia) e consecutivamente infestadas por trés processos distintos. Estes processos
diferem entre si pelo estado dos acaros (vivos e/ou mortos) e para este efeito foram
utilizados os trés métodos (AMC, AMN, AV) anteriormente referidos no Capitulo 4.

A criagdo utilizada encontrava-se no estado de pupa, de 7 dias apds a operculagio,
correspondendo a pupas brancas com olhos pigmentados (vermelho acastanhado)
(Rembold et al., 1980). Foi escolhida esta idade da criacao pela facilidade do seu
reconhecimento. Ainda assim, no sentido de a estimar com maior precisdo e para
possibilitar a sua posterior localizagdo, marcou-se, numa folha de acetato, os alvéolos de
criagdo que tinham sido aproximadamente operculados nas tltimas 24 horas.

Todos os acaros foram recolhidos de quadros com criacdo de obreira na fase de
operculagdo e procederam de colmeias dadoras altamente parasitadas mantidas num
apiario localizado a uma distancia superior a 5 Km (tal como descrito no capitulo
anterior). O estado reprodutivo das V. destructor no momento da recolha e da
introducdo era desconhecido. No entanto, apenas foram introduzidos 4caros totalmente
pigmentados.

As V. destructor foram introduzidas nos alvéolos através de uma pequena abertura
na parte lateral do opérculo efectuada com um bisturi, como anteriormente mostrado no
Capitulo 4 (Ruijter, 1987; Boecking e Ritter, 1993; Janmaat ¢ Winston, 2000). Cada
alvéolo foi infestado com trés acaros e depois cuidadosamente fechado. Foram

utilizadas 3 varroas mortas e os alvéolos foram observados apos 24 horas de infestagao,
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uma vez que, Flores ef al. (2001) comprovaram que as obreiras reagiam de forma clara,
no periodo de 24 horas, a este nimero de varroas.

O primeiro método consistiu na infestagdo de alvéolos de criagdo com trés acaros
mortos por congelacdo (AMC). O processo de morte consistiu na congelacao de acaros
a -20°C durante 48 horas. Estes acaros foram posteriormente descongelados, duas a trés
horas, aproximadamente, antes da sua introducgdo nos alvéolos de criacao.

O segundo método (AMN) consistiu na infestagdo de alvéolos com trés acaros
mortos naturalmente. Estes, apds a sua recolha foram colocados em placas de petri,
permanecendo a temperatura ambiente até perecerem.

O terceiro método (AV) consistiu na infestacdo de alvéolos com trés dcaros vivos.
Os acaros vivos, recolhidos de alvéolos de criagdo de obreira, foram mantidos sobre as
pupas, numa incubadora a 34°C durante 24 a 48 horas prévias a sua utilizagao.

Em cada quadro foram utilizados 3 grupos de 10 alvéolos com criagdo operculada
de obreiras. No primeiro grupo foram introduzidos os acaros; no segundo (testemunha
I), os alvéolos foram abertos e fechados sem introduzir parasitas e no terceiro
(testemunha II), os alvéolos ndao foram manipulados. Este terceiro grupo, sem qualquer
manipulagdo, visava monitorizar o possivel canibalismo das abelhas durante o periodo
experimental, de acordo com a metodologia descrita por Boecking e Ritter (1993). Estes
grupos foram marcados em folhas de acetato, tal como sugerido por Ifantidis (1983).

Os quadros foram colocados nas suas respectivas posi¢des dentro das colmeias. A
resposta comportamental das abelhas foi avaliada 24 horas apds a infestacdo com 4caros
mortos e 240 horas ap0s a infestagdo com acaros vivos.

A inspeccdo microscopica dos opérculos [lupa binocular, (Leica MZ 12.5)] dos
alvéolos que ndo foram removidos pelas abelhas permitiu verificar se estas abriram,
examinaram e construiram novos opérculos (Boecking e Spivak, 1999).

Paralelamente, a inspeccdo dos alvéolos que ndo foram removidos permitiu
verificar se as abelhas abriram, libertaram ou removeram os acaros, ou entdo, se estes
permaneciam sobre a criagdo. Assim, cada alvéolo de criagcdo operculada aparentemente
intacto (ndo tocado pelas abelhas) foi aberto, a pupa removida com a ajuda de uma
pinga, e as paredes dos alvéolos foram cuidadosamente examinadas para verificar a
presenca do acaro introduzido.

O comportamento higiénico foi avaliado através do registo da percentagem

alvéolos de criacdo manipulados pelas abelhas, representando estes a sua resposta.
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Nos resultados avaliaram-se dois comportamentos: o comportamento I, no qual as
abelhas limparam completamente os alvéolos parasitados, retirando os parasitas e a
criacdo de obreiras e o comportamento II, no qual as abelhas desopercularam e
reopercularam os alvéolos, retirando um ou mais parasitas (no caso do acaro nado ter

abandonado os alvéolos) mas ndo a criagao.

5.2.3. Métodos de analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi efectuada através do software SAS (1998).

A normalidade dos dados, relativos aos niveis de comportamento higiénico
manifestados pelas abelhas, foi avaliada pelo teste W de Shapiro-Wilk. A
homogeneidade das variancias foi testada pelo teste de Levene. Como os dados ndo
seguiam uma distribui¢do normal, foram submetidos a uma analise de variancia nao
paramétrica utilizando o procedimento NPARIWAY do software SAS (1998).

Para a comparagdo multipla entre os valores médios dos comportamentos I e 11
manifestados pelas colénias num mesmo método de infestagdo, utilizou-se o teste de
Friedman. Para a testagem de diferencas significativas entre os varios grupos de
alvéolos (infestados, manipulados e nao manipulados) optou-se pelo teste “Wilcoxon
Matched Pairs”.

As diferencgas entre os trés métodos de infestagdo, nas varias estacoes do ano em
estudo, foram comparadas duas a duas utilizando o teste Kruskal-Wallis. As diferencas
entre os valores médios dos distintos grupos de alvéolos (infestados, manipulados e ndo
manipulados) e dos dois comportamentos manifestados pelas colonias (comportamento
I e II) entre diferentes métodos (AMC, AMN e AV) foram comparadas, duas a duas,
utilizando o teste Mann-Whitney.

A relacdo entre os comportamentos I e II (dentro do mesmo método e entre

métodos) foi analisada pelo coeficiente de correlagdo de Spearman’s.
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5.3. Resultados
5.3.1. Estudo do perfil comportamental das coldnias higiénicas e nao
higiénicas como resposta a infestacio da criacdo de obreira com acaros

mortos por congelacio (AMC)

Na Figura 5.1 constam os valores observados (4s 24 horas) da resposta das
coldnias higiénicas (H) e ndo higiénicas (NH) a infestagdo de alvéolos operculados de

criagdo de obreira com AMC, na Primavera de 2002.
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Figura 5.1 — Valores observados do perfil comportamental (media + erro padrdo da media, %) de 4
colonias higiénicas (H) e 4 ndo higiénicas (NH) como resposta ao método de infestagio AMC
[aplicado em 2 quadros por colmeia (n=8)] na Primavera de 2002. a, b — Entre grupos de colénias (H e
NH), médias com letras mintsculas diferentes diferem estatisticamente (P<0,05). A, B — Dentro do
mesmo grupo de coldénias (H ou NH), médias com letras maitisculas diferentes, sdo estatisticamente
significativas (P<0,05).

Na Primavera as coldnias H apenas detectaram e removeram alvéolos do grupo
testemunha I, tendo sido o nivel médio de remocdo da criagdo estatisticamente
significativo (P<0,05), comparativamente com o grupo testemunha II. Alids, para estas
colonias também ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas de
comportamento I (P>0,05) entre os alvéolos com AMC e os alvéolos manipulados (sem
introdu¢do de acaros), prvavelmente devido a elevada variabilidade entre coldnias H.
Contrariamente no grupo de colonias NH, ndo se observaram diferencas
estatisticamente significativas (P>0,05) entre a percentagem média de remogdo dos

alvéolos testemunhas (I e II), mas entre estes e os alvéolos infestados esta percentagem
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diferiu estatisticamente (P<0,05). Globalmente, entre colénias H e NH o perfil higiénico
manifestado revelou-se tendencialmente semelhante em todos os grupos de alvéolos
manipulados, ndo tendo sido observadas diferencas significativas (P>0,05) entre estes.
Os valores médios observados (as 24 horas) dos comportamentos revelados pelas
colonias higiénicas (H) e ndo higiénicas (NH) perante a infestacdo de alvéolos de
criagdo de obreira com AMC no Verdo de 2002 encontram-se representados na Figura

5.2.
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Figura 5.2 — Valores observados do perfil comportamental (media + erro padrdo da media, %) de 4
colonias H e 4 NH como resposta ao método de infestagdo AMC [aplicado em 2 quadros por colmeia
(n=8)] no Verdo de 2002. ** — Entre grupos de colénias (H e NH), médias com letras mindisculas
diferentes diferem estatisticamente (P<0,05). *® © — Dentro do mesmo grupo de colénias (H ou NH),
médias com letras maitsculas diferentes, sdo estatisticamente significativas (P<0,05).

Nesta estagdo do ano, quer as coloénias H quer as NH detectaram e removeram
alguns alvéolos dos grupos testemunhas (I e II). Porém, a remocdo média observada
entre estes dois grupos apenas diferiu estatisticamente (P<0,05) ao nivel das colonias H.
Ambos os grupos de colonias (H ou NH) revelaram uma remocdo média de acaros e
crias maior (P<0,05) do que as observadas em alvéolos manipulados (sem introdu¢do de
acaros). Isto significa que o efeito da introducdo de acaros nos alvéolos de criacdao de
obreiras exerce uma maior influencia no comportamento manifestado pelas obreiras do
que a simples manipulagdo desses alvéolos.

Os niveis de comportamento I revelado pelo grupo de coldnias H (43,8%) e NH
(33,8%), foram estatisticamente semelhantes (P>0,05). Contudo, observa-se uma
diferenciagdo significativa (P<0,05) ao nivel da manifestacdo do comportamento II, e na

deteccdo e remocao de alvéolos do grupo testemunha I.
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Estes resultados mostram que apesar de existir uma certa tendéncia para uma
maior deteccdo e remocdo de alvéolos infestados pelas colonias H, esta ndo ¢
estatisticamente relevante.

Os valores médios observados (as 24 horas) dos comportamentos revelados pelas
colonias higiénicas (H) e ndo higiénicas (NH) perante a infestacdo de alvéolos de
criagdo de obreira com AMC no Outono de 2002 encontram-se representados na Figura

5.3.
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Figura 5.3 — Valores observados do perfil comportamental (media + erro padrdo da media, %) de 4
colonias H e 4 NH como resposta ao método de infestagdo AMC [aplicado em 2 quadros por colmeia
(n=7)] no Outono de 2002. * * — Entre grupos de colonias (H e NH), médias com letras minusculas
iguais ndo diferem estatisticamente (P>0,05). * ® — Dentro do mesmo grupo de colénias (H ou NH),
médias com letras maitsculas diferentes, sdo estatisticamente significativas (P<0,05).

Quer as colonias H, quer as NH manifestaram niveis semelhantes (P>0,05) de
comportamento de remocgao entre os grupos testemunhas I (5,7%) e 11 (1,4%). Contudo,
entre estes grupos e os alvéolos infestados com AMC verificou-se uma diferenciagdo
acentuada e estatisticamente significativa (P<0,05) em cada um dos dois grupos de
coldnias H (25,7%) e NH (32,9%).

No Quadro 5.1 constam os valores observados (as 24 horas) da resposta das
colonias higiénicas (H) e ndo higiénicas (NH) a infestacdo de alvéolos operculados de

criacdo de obreira com AMC entre estagcdes do ano de 2002.
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Quadro 5.1. Valor observado do perfil comportamental (média + erro padrdo da média, %) de 4 coldnias
H ou 4 NH como resposta ao método AMC aplicado em 2 quadros por colmeia entre as estacdes do ano

de 2002.

Colonias H
Comp. 1 Comp. II Test. I Test. II
AMC
médiatepm médiatepm médiatepm médiatepm
Primavera
(=8) 22,5+7,26A 10,0£3,27A 8,8+3,98A 0,0+0,00A
n=
Verao (n=8) 43,8+3,75B 16,3£2,63A 12,543,13A 2,51,64A
Outono (n=7) 25,7£2,97A 18,6+6,70A 5,7£2,97A 1,4+1,43A
Coloénias NH
Primavera
(=8) 21,3+4,80A 15,0+4,23A 10,0£3,27A 5,0+1,89A
n=
Verao (n=8) 33,845,32A 18,8+3,50A 5,0£1,89A 1,3+1,25A
Outono (n=7) 32,946,80A 10,0+4,88A 5,742,97A 1,4+1,43A

%8B _ Dentro do mesmo grupo de colonias (H ou NH), médias com letras diferentes, sio estatisticamente

significativas (P<0,01).

Ao comparar a resposta das colonias H entre estagdes do ano, as maiores
diferengas médias observadas na remocdo de criagdo e parasitas verificaram-se entre o
Verdo e a Primavera (43,8 e 22,5%) e entre o Verdo e o Outono (43,8 e 25,7%), as quais
diferiram estatisticamente (P<0,01) unicamente ao nivel deste grupo de alvéolos e para
este comportamento.

Tendéncia semelhante foi observada no grupo de colénias NH, embora a
expressdao dos comportamentos I e II face ao grupo de alvéolos infestados com AMC,
manipulados e ndo manipulados tenha sido semelhante (P>0,05) entre as varias estacdes
do ano. Uma das razdes possiveis para esta situagdo podera estar relacionada com uma
maior variabilidade observada entre estas colonias na Primavera e também no Outono.

As percentagens médias globais anuais dos comportamentos manifestados pelas
colonias higiénicas (H) e ndo higiénicas (NH) a introdugdo de trés acaros mortos por

congelagdo estdo representadas no Quadro 5.2.
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Quadro 5.2. Valores médios (média + erro padrdo da média, %) e valores dos coeficientes de correlagao
obtidos a partir dos comportamentos manifestados pelas abelhas de 4 colénias H e 4 NH como resposta ao
método AMC no total dos ensaios realizados em 2002 (n=23).

AMC Comp. I Comp. I Test. I Test. II Comp. I/ Comp. II

Higiénicas (H)  30,943,50aA  14,8+2,50a 9,1+1,98aB 1,3+0,72aC r=0,165 NS
Nao higiénicas

(NH)

29,1+£3,32aA  14,8£2,42a  7,0+1,60aB  2,6+0,94aC =-0,421*

*% _ Entre grupos de coldnias (H e NH), médias com letras minusculas iguais ndo diferem estatisticamente
(P>0,05). " “— Dentro do mesmo grupo de colonias (H ou NH) médias com letras maitsculas diferentes,
sdo estatisticamente significativas (P<0,01). r = Coeficiente de correlagdo de Spearman; NS — Nao
significativo (P>0,05); * - Significativo para P=0,05.

Nos resultados médios do total de ensaios realizados em 2002, verificou-se que as
diferengas observadas entre os grupos de alvéolos testemunhas (I e IT), bem como, entre
estes e os alvéolos infestados com AMC diferiram estatisticamente (P<0,01) para cada

um dos dois grupos de colénias (H ou NH).

Por outro lado, apos a realizagdo dos trés ensaios (Primavera, Verdo e Outono) em
2002, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas (P>0,05) entre os
grupos de colénias H e NH na expressdo do comportamento I e II, tal como nos grupos
testemunha I e II. O que nos permite afirmar que, independentemente das coldnias
estarem classificadas em distintos graus de higiene a sua resposta a metodologia
aplicada foi semelhante, isto ¢, o efeito grau de higiene (H e NH) ndo foi relevante na
manifestacdo destes comportamentos.

Nao existiu uma correlacdo estatisticamente significativa entre ambos o0s
comportamentos | e II, na resposta das obreiras relativamente aos alvéolos infestados
com AMC, no grupo de colonias H (r=0,165; P>0,05). Situacdo inversa observou-se no
grupo de colonias NH (r= -0,421; P<0,05), sugerindo que, quando se introduzem acaros
mortos por congelacdo, aparentemente as obreiras manifestam ambos os
comportamentos de forma independente em colénias H, mas estes comportamentos

encontram-se correlacionados negativamente no grupo de colénias NH.

As percentagens médias globais anuais dos comportamentos manifestados pelas
coldnias higiénicas (H) e ndo higiénicas (NH), como resposta ao método AMC e ao

teste de morte da criagdo por congelacdo (CHT), estdo representadas no Quadro 5.3.
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Quadro 5.3. Valores médios (média + erro padrao da média, %) e valores dos coeficientes de correlagio
obtidos a partir dos comportamentos manifestados pelas obreiras de 4 colénias H e 4 NH como resposta
ao método AMC e ao teste de morte da criagcdo de obreira por congelacdo, no total dos ensaios realizados
em 2002 (n=12).

CHT Comp. I
AMC CTH/ Comp. I
médiatepm médiatepm
Higiénicas (H) 73,8+7,84aA 30,4+4,28aB r=- 0,028 NS
Na&o higiénicas (NH) 63,2+5,45aA 30,0+4,04aB = 0,210 NS

*% _ Entre grupos de colénias (H e NH), médias com letras minusculas iguais nio apresentam diferengas
estatisticamente significativas (P>0,05). *® — Dentro do mesmo grupo de colonias (H ou NH), médias
com letras maiusculas diferentes, sdo estatisticamente significativas (P<0,001). r = Coeficiente de
correlagdo de Spearman; NS — Nao significativo (P>0,05).

Quer as colonias H, quer as colonias NH revelaram o mesmo nivel de resposta
relativamente aos alvéolos infestados com AMC, nao tendo sido observadas diferencas
médias estatisticamente significativas (P>0,05) entre os diferentes métodos utilizados

para avaliacdo de cada um destes comportamentos.

Na resposta de cada um dos dois grupos de colénias (H ou NH) as diferentes
metodologias utilizadas no mesmo ano de estudos, foram observadas diferencas médias
estatisticamente significativas (P<0,001) entre ambos os comportamentos (CHT e
Comp. I). Todavia ndo se obteve uma correlagdo estatisticamente significativa (P>0,05)
entre esses comportamentos, o que sugere que quando se introduzem AMC as obreiras

manifestam ambos os comportamentos de forma independente.

5.3.2. Estudo do perfil comportamental de coldonias higiénicas e nao
higiénicas a infestacio da criacio operculada de obreira com acaros mortos

naturalmente (AMN)

Na Figura 5.4 constam os valores médios (observados as 24 horas) dos
comportamentos manifestados pelas colonias H e NH, como resposta ao método de

infestagdo com AMN na Primavera de 2002.
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Figura 5.4 — Valores observados do perfil comportamental (media + erro padrdo da media, %) de 4
colonias H e 4 NH como resposta ao método de infestacio AMN [aplicado em 2 quadros por colmeia
(n=8)] na Primavera de 2002. > ® —Entre grupos de colénias (H e NH), médias com letras mintisculas
diferentes diferem estatisticamente (P<0,05). * ® — Dentro do mesmo grupo de colénias (H ou NH),
médias com letras maitsculas diferentes, sdo estatisticamente significativas (P<0,05).

Quer o grupo de colonias H, quer o grupo das colonias NH, mostraram alguma
reac¢do a de manipulagdo de alvéolos de criagdo (Test. I), mas esse nivel de reacgdo
entre os grupos de alvéolos testemunha (Test. I e II) ndo diferiu estatisticamente
(P>0,05) nesta estacdo do ano. Porém, observaram-se maiores reac¢des (P<0,05)
dirigidas aos alvéolos infestados com AMN, comparativamente aos grupos testemunha.
Isto significa que a reaccdo das obreiras dos grupos de colénias H e NH foi
acentuadamente maior quando se infestaram alvéolos com acaros de que propriamente a
manipulagdo exclusiva dos alvéolos, apesar de tendencialmente existir algum
comportamento de canibalismo das obreiras perante a sua criagdo associado ao efeito da
manipulacdo destes alvéolos.

E interessante realcar que, apos 24 horas de infestagdo de alvéolos de criagdo de
obreira com AMN, a taxa média de remocdo de criagdo infestada foi semelhante
(P>0,05) entre o grupo de colonias H e NH nesta estagdo do ano. Estes resultados
sugerem que todas as colonias manifestaram uma resposta comportamental semelhante
em rela¢do ao comportamento I independentemente do seu perfil higiénico previamente
quantificado através do teste de morte da criagdo por congelagdo. Tendéncia semelhante
foi também observada entre estes grupos de colonias (H e NH) relativamente ao

comportamento II e ao grupo testemunha I. Contrariamente ao observado no grupo
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testemunha II, no qual, a diferenca média dos alvéolos que foram removidos pelas
coldnias H foi superior (P>0,05) comparativamente aos observados em colonias NH.

Na Figura 5.5 constam os valores médios (observados as 24 horas) dos
comportamentos manifestados pelas colonias H e NH como resposta ao método de

infestagdo com AMN no Verao de 2002.
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Figura 5.5 — Valores observados do perfil comportamental (media + erro padrdo da media, %) de 4
colonias H e 4 NH como resposta ao método de infestacio AMN [aplicado em 2 quadros por colmeia
(n=8)] no Verdo de 2002. a, a — Entre grupos de colénias (H e NH), médias com letras minusculas
iguais ndo apresentam diferengas estatisticamente significativas (P>0,05). A, B, C — Dentro do mesmo
grupo de colénias (H ou NH), médias com letras maiusculas diferentes, sdo estatisticamente
significativas (P<0,05).

No Verdo, em cada um dos dois grupos de coldnias (H ou NH) as obreiras
removeram uma maior percentagem (P<0,05) de alvéolos testemunha I (13,8 vs. 10,0%,
respectivamente), comparativamente aos alvéolos testemunha II (1,3 wvs. 1,3%,
respectivamente). Tendéncia semelhante foi também observada no grupo de alvéolos
infestados com AMN, o qual apresentou uma percentagem média superior (P<0,05) ao
grupos de alvéolos manipulados (Test. I) e ndo manipulados (Test. II).

As obreiras manifestaram também o comportamento II, apesar de ndo se
observarem diferengas estatisticamente significativas (P>0,05) na percentagem média
de alvéolos que foram abertos e fechados (permitindo a sobrevivéncia da sua criacao)
entre colonias H e NH. Nesta estacdo do ano, os valores médios correspondentes a este

comportamento foram acentuadamente inferiores aos observados na Primavera.
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De igual modo, o nivel de resposta das obreiras perante os diferentes alvéolos
(infestados, manipulados e ndo manipulados foi semelhante (P>0,05) entre o grupo de
coldénias H e NH.

Os valores médios (observados as 24 horas) dos comportamentos manifestados
pelas colonias H e NH como resposta ao método de infestagio com AMN no Outono de

2002 encontram-se representados na Figura 5.6.
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Figura 5.6 — Valores observados do perfil comportamental (media + erro padrdo da media, %) de 4
colonias H e 4 NH como resposta ao método de infestacio AMN [aplicado em 2 quadros por colmeia
(n=7)] no Outono de 2002. * * — Entre grupos de colonias (H e NH), médias com letras minusculas
iguais ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas (P>0,05). * ® ¢ — Dentro do mesmo
grupo de colénias (H ou NH), médias com letras maiusculas diferentes, sdo estatisticamente
significativas (P<0,05).

Globalmente, pode-se afirmar que no Outono o nivel de comportamento revelado
(quer pelas colonias H, quer pelas colonias NH) relativo aos alvéolos infestados com
AMN, manipulados e ndo manipulados foi semelhante ao observado no Verdo.
Contudo, a percentagem média de alvéolos que foram abertos e fechados pelas obreiras
(comportamento II), em colonias H e NH, foram inferiores aos observados na Primavera
do mesmo ano.

No Quadro 5.4 constam os valores observados em colénias H ¢ NH, face a

infestagdo de alvéolos com AMN entre estagdes do ano de 2002.
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Quadro 5.4. Valor observado do perfil comportamental (média + erro padrdo da média, %) de 4 colonias
H ou 4 NH como resposta ao método AMN aplicado em 2 quadros por colmeia entre as estacdes do ano
de 2002.

Colonias H
AMN Comp. 1 Comp. II Test. I Test. II
médiatepm médiatepm médiatepm médiatepm
Primavera (n=8) 32,548,40A 15,0+£5,35A 11,3£3,50A 7,5+2,50A
Verao (n=8) 43,8+3,75A 2,5+1,64B 13,8+2,63A 1,3+1,25B
Outono (n=7) 41,4+5,08A 1,4+1,43B 8,6£3,40A 1,4+1,43B
Colonias NH
Primavera (n=8) 33,8+7,78A 11,3+£6,39A 6,3+2,63A 1,3+1,25A
Verao (n=8) 45,0+4,23A 3,842,63A 10,0£3,78A 1,3+1,25A
Outono (n=7) 44,3+5,28A 5,742,02A 10,0£5,35A 0,0+0,00A

A, B — Dentro do mesmo grupo de colénias (H ou NH), médias com letras diferentes, sdo estatisticamente
significativas (P<0,05).

Globalmente, apesar de um valor médio reduzido de alvéolos ndo manipulados
(Test. IT) terem sido detectados e removidos pelas obreiras do grupo de colonias H, este
valor foi maior (7,5%); (P<0,05) na Primavera do que em outras estagcdes do ano.
Tendéncia semelhante foi também observada em relagdio ao comportamento II,
indicando que a maior percentagem de alvéolos infestados que aparentemente foram
abertos e fechados pelas obreiras (15%) ocorreu também na Primavera.

Salienta-se ainda, que apesar de nao se observarem diferencas médias
estatisticamente significativas (P>0,05) entre estacdes do ano em coldnias H ou NH e
entre estes, os valores médios observados foram superiores no Verdo e no Outono.
Além disso, o grupo de coloénias NH apresentou valores médios de remocao de crias e
parasitas superiores em todas as estacdes do ano, ainda que, o perfil comportamental
relativo ao comportamento I e II e aos alvéolos testemunhas I e II como resposta a
introdugdo de AMN foi semelhante (P>0,05) entre as diferentes estacdes do ano.

Os valores médios globais anuais dos comportamentos manifestados pelas

coldénias H e NH, relativos a introducdo de AMN estdo representados no Quadro 5.5.
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Quadro 5.5. Valores médios (média + erro padrdo da média, %) e valores dos coeficientes de
correlacdo obtidos a partir dos comportamentos manifestados pelas abelhas de 4 colonias H e 4 NH
como resposta ao método AMN (aplicado em 2 quadros por colmeia) no total dos 3 ensaios
realizados em 2002 (n=23).

AMN Comp. I Comp. II Test. | Test. 11 Comp. I/

Comp. I
Higiénicas (H) 39,1+3,55aA 6,5£2,32a 11,3+1,81aB  3,5+2,19aC  r=0,278 NS

Nao higiénicas 40,9+£3,50aA 7,0£2,47a  8,742,21aB  0,9+0,60bC r=-0,371 NS
(NH)

a, b, — Entre grupos de colonias (H e NH) médias com letras minusculas diferentes, diferem

estatisticamente (P>0,05). A, B, C — Dentro de cada grupo de coldnias (H ou NH) médias com

letras maitsculas diferentes, sdo estatisticamente significativas (P<0,001). r = Coeficiente de

correlacdo de Spearman; NS — Nao significativo (P>0,05).

Nos resultados globais agregando os estudos de (Primavera, Verdo e Outono) dos
ensaios realizados com AMN ndo foram observadas diferencas médias estatisticamente
significativas (P>0,05) entre os grupos de coldénias H e NH no que respeita aos niveis de
expressdo dos comportamento I e II, o que nos permite afirmar que, apesar das colonias
estarem classificadas em distintos niveis de higiene, a sua resposta a infestagao artificial
com AMN foi semelhante.

A remocdo média dos alvéolos infestados (comportamento I) e dos alvéolos
testemunha (alvéolos manipulados e ndo manipulados) apresentou diferengas médias

significativas (P<0,001) em cada um dos dois grupos de coldnias (H ou NH).

Nao existiu uma correlagio estatisticamente significativa entre o0s
comportamentos I e II na resposta relativamente as células infestadas com AMN, quer

no grupo de colénias H, quer no grupo de coldnias NH.

As percentagens médias globais anuais dos comportamentos manifestados pelas
colonias H e NH, como resposta ao método AMN e ao teste de morte da criagdo por

congelagdo, estdo representadas no Quadro 5.6.
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Quadro 5.6. Valores médios (média + erro padrdo da média, %) e valores dos coeficientes de correlagdo
obtidos a partir dos comportamentos manifestados pelas abelhas de 4 colonias H e 4 NH, como resposta
ao método AMN e ao teste de morte da criagdo de obreira por congelagdo (CHT) no total dos ensaios
realizados em 2002 (n=12).

CHT Comp. I
AMN CTH/ Comp. I
médiatepm médiatepm
Higiénicas (H) 73,8+7,84aA 39,6+2,50aB r=0,101 NS
Nao higiénicas (NH) 63,2+5,45aA 41,7+4,28aB r= 0,403 NS

a, a, — Entre grupos de colénias (H e NH), médias com letras minusculas iguais ndo diferem
estatisticamente (P>0,05). A, B — Dentro do mesmo grupo de coloénias (H ou NH), médias com letras
maiusculas diferentes, sdo estatisticamente significativas (P<0,01). r = Coeficiente de correlagdo de
Spearman; NS — Nao significativo (P>0,05).

Quer as colonias H, quer as NH revelaram o mesmo nivel de resposta
relativamente aos alvéolos infestados com AMN, nao tendo sido observadas diferencas
médias estatisticamente significativas (P>0,05) entre as diferentes métodos utilizados

para avaliacdo destes comportamentos.

Na resposta de cada um dos dois grupos de coldnias (H ou NH) aos diferentes
métodos utilizados no mesmo ano de estudos, foram observadas diferengas médias
estatisticamente significativas (P<0,001) entre ambos os comportamentos (CHT e
Comp. I). Todavia ndo se obteve uma correlagdo estatisticamente significativa (P>0,05)
entre esses 0s comportamentos, o que sugere que quando se introduzem AMN as

obreiras manifestam ambos os comportamentos de forma independente.

5.3.3. Estudo do perfil comportamental das colénias higiénicas e nao

higiénicas a infestacio de criacido de obreira com acaros vivos (AV)

Os valores médios (observados as 240 horas) do perfil comportamental das
colonias H e NH, como resposta a introdu¢do de AV na Primavera estdo representados

na Figura 5.7.
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Figura 5.7 — Valores observados do perfil comportamental (media + erro padrdo da media, %) de 4
colonias H e 4 NH como resposta ao método de infestagdo AV [aplicado em 2 quadros por colmeia
(n=8)] na Primavera de 2002. > — Entre grupos de colonias (H ¢ NH), médias com letras mintsculas
iguais ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas (P>0,05). * ® — Dentro do mesmo
grupo de colonias (H ou NH), médias com letras maiusculas diferentes, sdo estatisticamente
significativas (P<0,05).

Na Primavera, e em cada um dos dois grupos de colonias (H ou NH) as obreiras
removeram uma maior percentagem (P<0,05) de alvéolos testemunha I (32,5 vs. 30,0%,
respectivamente) comparativamente aos alvéolos testemunha II (2,5 wvs. 5,0%,
respectivamente). Porém, quer nas colonias H quer nas NH a remog¢do média no grupo
de alvéolos infestados com AV foi superior e estatisticamente significativa (P<0,05),
comparativamente a esses grupos de alvéolos testemunha (Test. I e Test. II).

Tal como foi globalmente constatado com a aplicacio do método AMN
(Primavera, Verdo e Outono) ao comparar o nivel médio de comportamento I entre o
grupo de colénias H e NH, observou-se uma ligeira superioridade ainda que ndo
significativa (P>0,05) na expressdo deste comportamento no grupo de coldonias NH
(71,3%), comparativamente ao revelado pelas colonias H (52,5%). As obreiras
manifestaram também o comportamento II, apesar de ndo se observaram diferencas
estatisticamente significativas na percentagem média de alvéolos que foram abertos e
fechados pelas obreiras entre colonias H e NH.

Salienta-se porém que, com a introducao de 4caros vivos na Primavera, os valores
médios correspondentes aos comportamentos revelados pelas colonias H e NH foram
acentuadamente superiores aos observados com a aplicagdo de outros métodos de
infestagdo (AMC ou AMN).
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Os valores médios do perfil comportamental das colénias H e NH, como resposta

a introducdo de AV no Verao sdo representados na Figura 5.8.

Verao
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Figura 5.8 — Valores observados do perfil comportamental (media + erro padrao da media, %) de 4
colonias H e 4 NH como resposta ao método de infestacdo AV [aplicado em 2 quadros por colmeia
(n=8)] no Verdo de 2002. ** — Entre grupos de colénias (H e NH), médias com letras mindisculas
diferentes diferem estatisticamente (P<0,05). * ® — Dentro do mesmo grupo de colénias (H ou NH),
médias com letras maitsculas diferentes, sdo estatisticamente significativas (P<0,05).

Estes resultados mostram que no Verao, as colonias H detectaram e removeram
uma percentagem média de alvéolos testemunha I semelhante (P>0,05) a dos alvéolos
testemunha II. Contrariamente, nas colonias NH foi observada uma remocao média
mais elevada (P<0,05) entre os alvéolos testemunha I (27,5%) e 1I (3,8%). Contudo, em
cada um dos dois grupos de colonias (H ou NH), as diferengas médias entre os alvéolos
infestados com trés AV foram superiores (P<0,05) as observadas nesses grupos
testemunha.

Salienta-se porém, que nesta estagdo do ano, as maiores diferencas médias
observadas entre ambos os grupos de colonias (H e NH) ocorreram ao nivel do
comportamento I, que foi ligeiramente superior (P>0,05) no grupo de coldnias H
(78,8%), comparativamente as colonias NH (65,0%). Observam-se ainda remogdes
médias acentuadamente inferiores entre os alvéolos testemunhas I e o nivel do
comportamento I, relativamente a observada na Primavera.

Os valores médios do perfil comportamental das colonias H e NH como resposta a

introdugdo de AV no Outono estio representados na Figura 5.9.
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Figura 5.9 — Valores observados do perfil comportamental (media + erro padrdo da media, %) de 4
colonias H e 4 NH como resposta ao método de infestagdo AV [aplicado em 2 quadros por colmeia
(n=7] no Outono de 2002. * * — Entre grupos de colénias (H e NH), médias com letras mintsculas
iguais ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas (P>0,05). * ® © — Dentro do mesmo
grupo de colénias (H ou NH), médias com letras maiusculas diferentes, sdo estatisticamente
significativas (P<0,05).

No Outono, quer o grupo de colénias H, quer o grupo de coléonias NH revelaram
um perfil comportamental idéntico relativamente aos trés grupos de alvéolos (AV, Test.
I e Test. II). Observaram-se diferengas significativas (P<0,05) no nivel de resposta das
coldnias entre os alvéolos testemunha (I e II) e entre estes e os alvéolos infestados com
AV. Deve-se salientar, também, a variabilidade associada a expressdo dos
comportamentos I e II e aos grupos testemunha I, provavelmente associada a
variabilidade intrinseca a cada grupo de colonias classificadas em H e NH [uma vez que
a remog¢ao média da criacdo e parasitas foi, em alguns casos (Primavera e Outono),
superior nas colonias NH comparativamente as H]. Em todo o caso, ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas (P>0,05) na remo¢ao média de AV
e pupas entre os grupos de colonias H e NH

No Quadro 5.7 constam os valores das respostas das coloénias H e NH a infestagao

de alvéolos de criagdo de obreira com AV entre as varias estagcdes do ano.
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Quadro 5.7. Valor observado do perfil comportamental (média + erro padrdo da média, %) de 4 coldnias
H ou 4 NH como resposta ao método AV aplicado em 2 quadros por colmeia entre as estagdes do ano de
2002.

Colonias H
AV Comp. 1 Comp. II Test. I Test. II
médiatepm médiatepm médiatepm médiatepm
Pri(?:jg)era 52,5£9,96A  31,3%9,72A  32,5+7,26A 2,5+1,64A
Verfo (n=8)  78,842,95B  11,3#2,95A  13,8+4,20B 5,0+1,89A
Outono (n=7)  70,0+10,91AB  14,3+6,12A  21,4+6,34AB 4,3+2,97A
Colonias NH
Pri(?:jg)era 713+7,66A  18,8£7,89A  30,0+7,07A 5,0+2,67A
Verfo (n=8)  65,0+7,56A  3,8+2,63A 27,5+8,40A 3,8+2,63A
Outono (n=7)  77,149,93A  10,044,36A  20,046,55A 2,9+1,84A

A, B — Dentro do mesmo grupo de colénias (H ou NH), médias com letras diferentes, diferem
estatisticamente (P<0,05).

Em cada um dos dois grupos de colonias (H ou NH) as obreiras detectaram e
removeram criacdo dos alvéolos testemunha (I e II). Tendo esta remo¢do média sido
superior no grupo de alvéolos manipulados (Test. 1) para todas as estacdes do ano.
Contudo, a Primavera foi a estagdo do ano na qual a remoc¢do média de criagdo de
alvéolos manipulados pelo grupo de colénias H foi maior (32,8%) e estatisticamente
significativa (P<0,05) comparativamente as outras esta¢des do ano.

O mesmo grupo de colonias (H) manifestou ainda um nivel de expressdo do
comportamento I superior (P<0,05) no Verdo quando, 78,8% dos alvéolos infestados
foram identificados.

A expressdao do comportamento II foi semelhante (P>0,05) entre as trés estacdes
do ano, apresentando ambos os grupos de coldénias (H ou NH) uma resposta superior na
Primavera.

O perfil comportamental do grupo de colonias NH, em termos de comportamentos
I e II e alvéolos testemunha I e II foi estatisticamente semelhante (P>0,05) nas
diferentes estacdes do ano. No entanto, neste grupo de coldnias foi observada uma
maior remog¢ao de crias e parasitas durante a Primavera e o Outono (inclusivamente
superiores aos observados nas colonias H).

Os valores médios globais anuais dos comportamentos manifestados pelas

coldnias H e NH estdo representados no Quadro 5.8.
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Quadro 5.8. Valores médios (média + erro padrdo da média, %) e valores dos coeficientes de
correlacdo obtidos a partir dos comportamentos manifestados pelas abelhas de 4 colonias H e 4 NH
como resposta a0 método AV (aplicado em 2 quadros por colmeia) no total dos 3 ensaios realizados
em 2002 (n=23)

Comp. I/
Nivel de higiene Comp. I Comp. II Test. | Test. 11
Comp. II
Higiénicas (H)  67,0+5,24aA 19,144,26a 22,6+3,73aB  3,9+1,22aC  r=-0,704 **
Nao

70,9+4,70aA  10,9+3,32a 26,1+4,21aB  3,9+1,37aC  r=-0,354 NS
higiénica(NH)

a, a, — Entre grupos de colénias (H e NH) médias com letras minusculas iguais, ndo apresentam
diferengas estatisticamente significativas (P>0,05), A, B, C,— Dentro de cada grupo de colénias (H ou
NH) médias com letras maitsculas diferentes, sdo estatisticamente significativas (P<0,001). r =
Coeficiente de correlagdo de Spearman; NS — Nao significativo (P>0,05); ** - Significativo para
P=0,01.

Quer as colonias H, quer as NH revelaram niveis de resposta diferencidveis
(P<0,05) entre os alvéolos testemunha I e II, indicando que as obreiras localizaram e
removeram uma percentagem média inferior de alvéolos ndo manipulados.

Tendéncia semelhante foi também observada entre esses grupos e os alvéolos
infestados com AV, sendo as diferengas médias estatisticamente significativas (P<0,05)
entre os grupos de colonias H ou NH. Este facto parece indicar que as abelhas
detectaram e removeram uma elevada percentagem de alvéolos parasitados, tendo sido
consequentemente este procedimento (a parasitagdo dos alvéolos de criacdo) que

despoletou o maior comportamento de remogao.

Salienta-se ainda que a remog¢ao média da criagdo e parasitas foi, inclusivamente,
superior nas colonias NH (70,9%), comparativamente as H (67,0%).

Comparando os comportamentos I e II na resposta das obreiras relativamente aos
alvéolos infestados com AV, o valor do coeficiente de correlagdo obtido foi negativo e
significativo [r=-0,704 (n=23; P<0,01)] para as coldnias H, indicando que as colonias
que manifestam o comportamento I numa elevada percentagem manifestam o
comportamento Il numa baixa percentagem (e vice versa). Porém, nas colonias NH nao
existiu uma correlagdo estatisticamente significativa entre os comportamentos 1 e II,

[r=-0,354 (n=23; P>0,05)]

As percentagens médias globais dos comportamentos manifestados pelas colonias
H e NH como resposta ao método AV e ao teste de morte da criagdo por congelagio

(CHT) estao representadas no Quadro 5.9.
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Quadro 5.9. Valores médios (média + erro padrao da média, %) e valores dos coeficientes de correlagdo
obtidos a partir dos comportamentos manifestados pelas abelhas de 4 colonias H e 4 NH, como resposta
ao método AV e ao teste de morte da criagdo de obreira por congelagdo (CHT), no total dos ensaios
realizados em 2002 (n=12).

CHT Comp. I
AV CTH/ Comp. I
médiatepm médiatepm
Higiénicas (H) 73,8+7,84aA 67,5+4,90aA r=0,114 NS
Nao higiénicas (NH) 63,2+5,45aA 72,1+£6,32aA r= 0,254 NS

a, a, — Entre grupos de colonias (H e NH), médias com letras mintisculas iguais ndo apresentam
diferengas estatisticamente significativas (P>0,05). A, A — Dentro do mesmo grupo de coldnias (H ou
NH) médias com letras maitisculas iguais ndo apresentam diferengas estatisticamente significativas
(P>0,05). r = Coeficiente de correlagdo de Spearman; NS — Nao significativo (P>0,05).

Quer as colonias H, quer as NH revelaram o mesmo nivel de resposta
relativamente aos alvéolos infestados com trés acaros vivos, ndo tendo sido observadas
diferengas médias estatisticamente significativas (P>0,05) entre os diferentes métodos

utilizados para avaliacdo destes comportamentos.

Na resposta de cada um dos dois grupos de colénias (H ou NH) aos diferentes
métodos utilizados no mesmo ano de estudos, ndo se observaram diferencas médias
estatisticamente significativas (P>0,05) entre ambos os comportamentos (CHT e Comp.
I). Todavia também neste caso ndo se obteve uma correlacdo estatisticamente
significativa (P>0,05) entre esses comportamentos, o que sugere que quando se
introduzem AV as obreiras manifestam ambos os comportamentos de forma

independente.

No Quadro 5.10 apresentam-se as percentagens médias globais dos
comportamentos manifestados pelas colénias H e NH as quais se aplicaram
consecutivamente distintas metodologias de infestagdo de alvéolos de criacdo de
obreira.

Globalmente, em ambos os grupos de coldnias (H ou NH) as obreiras removeram
uma percentagem média superior (P<0,05) de alvéolos infestados quando o método
aplicado se baseou na introdu¢do de AV. Tendéncia semelhante foi observada para o
grupo de alvéolos ndo manipulados, ainda que, neste caso a remoc¢do média observada
tenha sido numericamente inferior.

Em ambos os grupos de colonias (H ou NH) foram também observadas diferencas

médias estatisticamente significativas (P<0,05) entre os varios métodos de infestagdo,
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tendo sido a introducdo de 4caros vivos o que induziu um maior nivel de

comportamento .

Quadro 5.10. Valores médios (média + erro padrdo da média, %) dos comportamentos manifestados por
4 colénias H e 4 colonias NH apos a aplicacdo de varias metodologias de infestagdo ao longo de trés
estagdes do ano de 2002 (n=23).

Técnica de Comp. I Comp. II Test. I Test. 11
infestagao
Higiénicas AMC 30,9+3,50A 14,8+2,50A 9,1+1,98A 1,3+0,72A
(H) AMN 39,1+3,55B 6,5+2,32B 11,3+1,81A 3,5+2,19AB
AV 67,0+5,24C 19,1+4,26A  22,6+3,73B  3,9+1,22B
Nao AMC 29,1+3,32A 14,8+2,42A 7,0+£1,60A  2,6+0,94AB
hl%f]‘;;‘as AMN  40,9+3,50B  7,042,47B  8,7£221A  0,9+0,60A

AV 70,9+4,70C 10,9+3,32AB  26,1+4,21B  3,9+1,37B

A, B, C — Dentro do mesmo grupo de colonias (H ou NH) médias com letras diferentes, diferem
estatisticamente (P<0,05).

Salienta-se ainda que o nivel de expressao do comportamento II foi minimo
quando o método aplicado consistiu na introdugdo de acaros mortos naturalmente. Neste
caso as diferencas médias observadas na resposta das colonias H, apenas diferiram
estatisticamente (P<0,05) entre esta metodologia e as outras duas (AMC e AV). No caso
das colonias NH, as diferencas médias observadas apenas diferiram estatisticamente
(P<0,05) entre a introdugdo de acaros mortos (AMC e AMN)).

Os alvéolos artificialmente parasitados com AMC, AMN e AV, foram
cuidadosamente examinados e revelaram (em 14,8%, 6,5% ¢ 19,1 % das colonias H ¢
em 14,8%, 7,0% e 10,9 % das colénias NH, vide quadro 5.10) a existéncia, nos
opérculos, de sinais claros de abertura e reoperculacdo de alvéolos pelas obreiras, sem

eliminarem a criacdo neles existente.
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5.4. Discussao

Uma primeira analise global ao perfil comportamental manifestado pelas colonias
em estudo, apo6s a aplicagdo de cada um dos trés métodos de infestagdo de alvéolos
operculados de criagdo de obreira permitem afirmar que, a manipulagdo experimental
dos seus opérculos sem a introdug¢do de parasitas (testemunha I) e sem manipulagdo

(testemunha IT) desencadearam reacc¢des ao nivel do grupo de colonias H e NH.

Estes resultados permitem confirmar que o corte realizado nos opérculos
influenciou o comportamento higiénico das obreiras e pode também ter contribuido para
alguns problemas de canibalismo presentes neste estudo, ainda que numa percentagem
muito baixa. Boecking e Ritter (1993) afirmaram que baixas taxas de remocdo de
alvéolos manipulados (sem introduzir acaros) demonstraram que a manipulacio
experimental de opérculos ndo provocou uma reac¢do de remocdo que excedesse a
percentagem média de canibalismo relativa aos alvéolos que ndo foram manipulados. A
habilidade do operador na manipulagdo de alvéolos ¢ um aspecto que pode ser
considerado na interpretacdo destes resultados. Pela experiéncia adquirida durante este
estudo, pode-se afirmar que nem sempre ¢ facil abrir e fechar o opérculo sem danificar a
sua propria estrutura de uma forma perfeccionista, pelo que a habilidade e o treino do
operador, bem como, o tempo disponivel para efectuar esta operacdo sdo pontos criticos
neste processo. Porém, a hipotese mais plausivel baseada na consisténcia deste
comportamento durante todo o periodo de estudo ¢ de ser esta uma resposta normal de

reac¢do destas colonias a manipulagdo destes alvéolos.

Resultados idénticos aos observados no presente estudo foram obtidos por
Aumeier et al. (2000) e Aumeier e Rosenkranz (2001) em estudos de indole semelhante
em colonias de A. mellifera. Contrariamente, Flores ef al. (2001) num estudo realizado
no sentido de avaliar se coldnias de A. m. iberiensis manifestavam o comportamento de
remocdo perante alvéolos operculados de criagdo de obreira com &caros (mortos e
vivos), verificaram que o nivel de expressdo do comportamento de remogao das obreiras
ndo era influenciado pelo efeito da manipulacdo (isto €, corte realizado em opérculos de

alvéolos de criacdo).

186



Capitulo 5 - Niveis de expressdo de comportamento higiénico

Todavia, os valores médios globais observados nos grupos de alvéolos
testemunhas (Test. 1 e II) foram significativamente inferiores (P<0,05) quando
comparados com o comportamento de remoc¢ao de criagdo e parasitas. Isto significa que
apesar de existir alguma influéncia da manipulagdo de alvéolos sobre a resposta
higiénica das obreiras, a introducdo de dcaros (vivos e mortos) provocou uma resposta
acentuadamente superior em ambos os grupos de colénias H e NH. Consequentemente,
a infestacdo de alguns alvéolos, associada a manipulagdo de outros, pode ter estado na

origem dos casos de canibalismo observados neste estudo.

Neste estudo também foi comprovado apds a aplicagdo das trés metodologias de
infestacdo que as obreiras podem detectar a criacdo infestada abrir e fechar os alvéolos e
removerem 0s acaros sem eliminar a criagdo. Em vdrios trabalhos de investigagdo
(Spivak, 1996; Boecking e Spivak, 1999; Aumeier e Rosenkranz, 2001; Flores et al.,
2001, 2003), a criagdo operculada de obreira artificialmente infestada com os éacaros
vivos tem sido utilizada para quantificar os comportamentos I e II. Resultados obtidos
por Boecking e Drescher (1998) corroboram os resultados obtidos no presente estudo,
nomeadamente quando estes autores verificaram que de 643 alvéolos de criagdo
infestados com um acaro vivo, 69 (10,7%) tinham sido objecto de manifestacdo do

comportamento II.

A manifestacdo deste comportamento tem sido, em varios graus, observada por
varios autores (Boecking e Drescher, 1994; Aumeier et al., 2000; Aumeier e
Rosenkranz, 2001). Todavia, a maioria dos estudos que tém avaliado o comportamento
higiénico através de métodos de infestacdo com acaros incide exclusivamente sobre o
comportamento de remocdo. Este comportamento parece ser mais complexo, estando os
nossos resultados de acordo com a variabilidade de respostas identificadas em estudos

anteriores (Rosenkranz et al., 1993; Boecking e Spivak, 1999; Boot et al., 1999).

J4

No caso da introdugdo de 4acaros vivos, este comportamento ¢ ainda mais
complexo, pois alguns deles podem abandonar os alvéolos enquanto estes permanecem
abertos (e, inclusivamente, reinfestar outros). Boecking e Drescher (1998) referiram que
na espécie A. mellifera os acaros apenas abandonam a criagdo operculada quando as
abelhas removeram praticamente todo o corpo das larvas ou pupas. Consequentemente,
a utilizacdo de acaros mortos em estudos desta indole parece ser uma possibilidade a

considerar.
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A remogdo dos acaros sem danificar a criagdo, permitindo a sua sobrevivéncia,
pode ser, uma estratégia adaptativa para minimizar a perda de criagdo pelas coldnias
(Aumeier e Rosenkranz, 2001). Logicamente, poderia ser uma contribuicdo para o
controlo da varroose se, as fémeas do acaro fossem removidas pouco depois da invasio
da criagdo, pois at¢ mesmo, pequenas infecgdes secundarias transmitidas pelos dcaros

poderiam ser prevenidas (Brodsgaard et al., 2000).

As quatro colonias H que removeram a criagdo morta por congelagdo removeram
também um valor médio de 30,9% de pupas infestadas com AMC, 39,1% com AMN e
67,0% AV. Ao comparar estes resultados com os obtidos em 2001 (Capitulo 4) apos a
aplicagdo de cada um dos 3 métodos (AMC, AMN e AV) em cada um de 3 grupos de 3
coldnias que ndo foram previamente agrupadas em funcdo do seu nivel de higiene, a
remo¢dao média de criacdo infestada foi muito inferior (13,8%, 16,0% e 35,7%,
respectivamente). Assim, estes resultados aparentam concordancia com o esperado para
as 4 colonias H, sugerindo uma relagdo entre o comportamento higiénico (avaliado
através do teste de morte da criagdo por congelagdo) e o comportamento de remogao da

cria¢do e dos parasitas do interior dos alvéolos operculados.

Porém, com base nos resultados obtidos neste Capitulo, apds a aplicagdo dos
varios métodos de infestagcdo, ndo se observaram, globalmente, diferencas significativas
(p>0,05) no comportamento revelado entre coléonias H e NH face aos alvéolos
infestados com &caros. Acresce que com AMN e AV, a remoc¢do média dos alvéolos
infestados foi superior nas colonias NH (resultado este muito diferente do inicialmente

esperado.

Contrariamente, Spivak (1996) e Spivak e Gilliam (1991) ao avaliarem coldnias
da subespécie A. m. ligustica pré-seleccionadas para o comportamento higiénico
encontraram maiores valores médios de remog¢ao (52,1%) em alvéolos artificialmente
infestados em colonias H, comparativamente com os 17,4% em coldnias seleccionadas

como NH.

No presente estudo este aspecto encontra justificagdo principalmente por duas
razdes: (i) as colonias de abelhas meliferas portuguesas foram avaliadas em fun¢do do
seu comportamento higiénico mas ndo foram submetidas, todavia, a nenhum programa
de melhoramento genético, de forma a estabelecer e manter este comportamento, e (ii)

as colonias de cada grupo (H e/ou NH) ndo mantiveram o nivel inicial de
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comportamento higiénico segundo o qual foram inicialmente agrupadas, variando este
comportamento entre anos e inclusivamente entre as varias estagdes do ano em que 0s
ensaios foram realizados (Capitulo 3), possivelmente como consequéncia das
peculiaridades do acasalamento de rainhas em coldnias submetidas a sistemas
tradicionais de producdo apicola. Estas razdes poderdo justificar a aparente inexisténcia
de relagdo entre o comportamento higiénico (avaliado através do teste de criagdo morta
por congelacdo) e os métodos de infestagdo de alvéolos operculados de criagdo de

obreira com o acaro V. destructor, independentemente de estarem vivos ou mortos.

Anteriormente ja tinha sido referido por Trump et al (1967) que grupos
integrando obreiras higiénicas e ndo higiénicas expressam o fendtipo apenas quando o
subgrupo das obreiras higiénicas ¢ suficientemente numeroso para controlar as tarefas
de desoperculacao e remog¢do. Thakur et al. (1996) e Thakur et al. (1997) filmaram os
comportamentos manifestados pelas obreiras, revelando que algumas obreiras se
especializam em diferentes componentes do comportamento I. Posteriormente, varios
autores (Ratnieks e Anderson, 1999; Arathi et al., 2000; Arathi e Spivak, 2001) tém
referenciado que a composi¢do genotipica de uma colénia ¢ um dos factores que
influencia a expressao do nivel de comportamento higiénico. Masterman et al. (2000) e
Masterman et al. (2001), em recentes estudos neuroetologicos e registos de
electroantenogramas em obreiras (higiénicas e ndo higiénicas) expostas a varias
concentracdes de solugdes contendo restos de criacdo infectada com ascosferiose,
indicaram que o comportamento realizado pelas abelhas ndo higiénicas pode variar em

funcdo da extensdo dos estimulos existentes numa colonia.

Em estudos recentes, Harbo e Harris (2005) demonstraram fortes evidéncias de
que colonias seleccionadas em funcdo do baixo éxito reprodutivo dos &caros
manifestaram o comportamento higiénico pela deteccao e remocao de pupas infestadas
com acaros.

Posteriormente Ibrahim e Spivak (2006) encontraram uma relacdo entre a resposta
de remog¢ao mostrada por obreiras face a alvéolos de criagdo de obreiras artificialmente
infestados e o comportamento higiénico ao compararem colonias de abelhas
seleccionadas em fungdo do baixo éxito reprodutivo de acaros e colonias de abelhas
seleccionadas em funcdo do seu elevado comportamento higiénico (avaliado através do
teste de criacdo morta por congelacdo). Estes autores verificaram que coldnias de uma

linha de abelhas seleccionada em fung¢do da supressdo da reproducdo de dacaros
189



Capitulo 5 - Niveis de expressdo de comportamento higiénico

apresentavam um nivel de expressdo do comportamento de remogao de acaros e crias
superior comparativamente ao mesmo comportamento manifestado por colonias de
abelhas seleccionadas em func¢do do seu elevado comportamento higiénico.

Neste pressuposto, uma possivel explicacdo para os resultados do presente estudo
pode dever-se as diferentes metodologias utilizadas para avaliar o comportamento
higiénico das coldnias. O teste de morte de criagdo por congelagdo utilizado como um
indicador indirecto do comportamento higiénico pode ndo ser o mais adequado para
predizer o comportamento de remocdo de criagdo infestada com estes acaros. Neste
caso, os métodos de infestacdo aparentemente serdo mais precisos para avaliacao deste

comportamento.

Nao pretendemos, neste trabalho, efectuar uma discussdo sobre todos os factores
que condicionam o desencadeamento das varias componentes do comportamento
higiénico manifestadas apos a aplicagdo de diferentes metodologias de infestacdo.
Todavia, ndo deixaremos de efectuar uns breves comentdrios sobre os aspectos mais

relevantes que lhes estdo associados e em estudo neste trabalho.

Um outro aspecto relacionado com a aplicagdo de diferentes métodos de
infestagdo foi que o efeito estagdo do ano influenciou o comportamento higiénico das
coldnias face a alvéolos operculados de criacdo de obreira infestados em cada um dos
varios métodos aplicados. O Verdo (seguido do Outono) foram as estacdes do ano em
que globalmente as colonias de cada um dos dois grupos (H ou NH) expressaram de
uma forma mais acentuada este comportamento. Uma das possiveis explicagdes para
este facto estd associada possivelmente as condi¢des meteorologicas verificadas no ano
em que decorreram estes estudos. Segundo Pereira (2004) em 2002 a temperatura média
anual em Braganca foi de 12°C, registando-se a temperatura média mais elevada em
Julho (19,6°C) enquanto que a mais baixa foi registada em Janeiro (4,6°C). Ao contrario
do observado para a temperatura, a precipitacdo foi bastante irregular e este foi um ano
muito pluvioso, concentrando-se a precipitacdo sobretudo nos meses de Setembro a
Dezembro (cerca de 64% do total anual), verificando-se os menores valores de

precipitacdo nos meses de Julho e Agosto (respectivamente de 8 mm e de 2,6 mm).

Neste contexto, podemos afirmar que a elevada precipitacdo observada no inicio
da Primavera, associada a um ciclo anual da floragdo mais tardio, pode ter condicionado
(atrasado) o reinicio do ciclo de postura das colénias apos a paragem invernal e, desta

forma, pode ter influenciado a expressdo do comportamento higiénico manifestado
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pelas coldnias nesta estacdo do ano. Segundo Vieira et al. (1990) colénias de abelhas
meliferas portuguesas possuem picos de postura maxima que ocorrem no periodo Abril
e Maio, estando por isso adaptadas a um fluxo de néctar principal nesse periodo. Como
o inicio destes estudos ocorreu no més de Junho, coincidindo ainda com elevadas fluxos
de néctar (devido a periodos de floragdo mais prolongados) e elevadas densidades
populacionais nas coldnias, a uma maior diversidade de tarefas a realizar no interior das
coldnias pode ter correspondido uma menor disponibilidade temporal para a deteccdo e

remocao de parasitas e criacao.

O Verao e o Outono sdo normalmente estagdes do ano, nas quais se verifica um
decréscimo da postura e menores densidades populacionais nas coldnias (ainda que com
alguma entrada de néctar e pdlen), associadas a um menor labor das obreiras no interior
e exterior das colonias. Este facto pode ter propiciado uma maior disponibilidade para a
realizacdo desta tarefa e consequentemente ter contribuido para uma expressao mais
acentuada do nivel de resposta das colonias perante os alvéolos infestados com acaros.
Desta forma, apesar deste estudo ndo ter sido realizado com um elevado niimero de
colonias (e ndo excluindo ainda a variabilidade meteorologica que pode ocorrer entre
anos), poder-se-a afirmar que no Nordeste Transmontano a utilizagdo destes métodos
aparentemente permitird uma maior expressividade comportamental das abelhas no

Verao e Outono.

No que respeita a avalia¢do individual de cada método de infestagdo artificial, a
introducdo de AV foi a mais eficiente no desencadeamento da resposta comportamental
das colonias H e NH. Em estudos de indole semelhante, Boecking e Drescher (1994),
Spivak (1996) e Flores et al. (2001) verificaram também que os alvéolos parasitados
com mais de um 4acaro desencadeavam uma elevada resposta de remocdo
comparativamente a alvéolos infestados com um s6 acaro. Salienta-se, porém, que as
mesmas colonias também identificaram a introdugdo de acaros mortos, tendo o nivel de
expressdao do seu comportamento sido acentuadamente superior quando se introduziram

AMN.

Apesar de ainda ndo existirem muitos estudos baseados na utilizagdo de acaros
mortos para estudar o comportamento de remocdo das obreiras [e de Boecking e
Drescher (1994) e Boecking e Spivak (1999) afirmarem que os acaros mortos nao

induzem o comportamento higiénico em colonias de A. mellifera], comegam

191



Capitulo 5 - Niveis de expressdo de comportamento higiénico

actualmente a aparecer alguns estudos que suportam o uso deste método (Aumeier e

Rosenkranz, 2001; Flores et al., 2001, 2003).

Estdo ainda por clarificar quais os mecanismos que controlam a detec¢do de
criagdo morta, doente e parasitada, bem como a detec¢do de alvéolos infestados com
acaros. Nos estudos mais recentes tem-se especulado acerca da possibilidade da
sensibilidade olfactiva de abelhas higiénicas versus ndo higiénicas ter um papel
relevante no reconhecimento dos odores da criagao doente (Masterman et al., 2001 e
Spivak et al., 2003). Ibrahim e Spivak (2006) especularam que colonias de abelhas
seleccionadas em fun¢do do baixo éxito reprodutivo de &caros tém uma maior
sensibilidade olfactiva no reconhecimento de pupas infestadas com acaros e respondem
a estes sinais identificando e removendo criagdo e 4acaros mais rapidamente
comparativamente a colonias que foram seleccionadas com base num elevado

comportamento higiénico.

Na maioria dos trabalhos publicados neste dominio, a criagdo artificialmente
infestada com écaros vivos tem sido mais utilizada para quantificar este comportamento,
(possivelmente por reproduzir as condi¢des naturais mais fidedignamente). No entanto,
quando se utilizam os métodos de infestacdo de alvéolos operculados de criacdo de
obreira, para investigar os niveis de comportamento manifestado pelas colonias como
um mecanismo de tolerdncia a V. destructor (e se pretende utilizar um nimero
consideravel de colonias), a introdug¢do de acaros vivos (devido a morosidade do
processo e a dificuldade de introduzir mais de um acaro vivo por alvéolo), torna-se uma

metodologia quase impraticavel.

Por outro lado, o reduzido nlimero de coldnias utilizadas neste estudo podera,
também ter de alguma forma, condicionado este resultado. Porém, a avaliacdo de um
elevado nlimero de coldnias no mesmo periodo de tempo através da aplicagao destes
métodos, ¢ um processo eventualmente impraticavel, como ja foi referido

anteriormente.

Segundo os resultados obtidos no presente estudo, e no sentido de desenvolver
investigacdes futuras sobre os métodos de infestagao artificial com V. destructor para
avaliar o comportamento de remog¢do num elevado numero de colénias, a utilizagao
de acaros naturalmente mortos parece ser o0 método mais indicado (por questdes de

ordem pratica). Esta fundamentacdo baseia-se, ndo so, devido a morosidade
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associada a introducao dos acaros (particularmente, os 4caros vivos, € a manipulagdo
de alvéolos, bem como a morosidade da avaliacdo dos comportamentos manifestados
pelas obreiras em cada coldnia (devido a necessidade de utilizar uma lupa binocular

OU um microscopio).

Assim, a utilizagdo de acaros mortos podera facilitar a seleccdo futura de
colénias que respondem especificamente a criagdo artificialmente infestada com
estes acaros e, deste modo, contribuir para a investigagdo de mecanismos de
tolerancia de colonias portuguesas a Varroose. Todavia, importa desenvolver estudos
futuros para comprovar se as colonias que mostram de uma forma mais acentuada o
comportamento I (remocdo de crias e parasitas) sdo as que apresentam um

crescimento mais lento da populacdo de parasitas.

5.5 Conclusoes

Aparentemente ndo existe uma relacdo entre o comportamento higiénico avaliado
através do teste de morte de criagdo por congelacdo e o comportamento de remogdo da
criacdo e parasitas do interior de alvéolos operculados de criagdo de obreira

artificialmente infestada com V. destructor.

As obreiras dos grupos de colénias H e NH detectaram e removeram alguns
alvéolos manipulados e ndo manipulados. Porém, o nivel de expressdo do
comportamento manifestado por estas coldnias foi acentuadamente influenciado pela

introducdo de acaros (mortos ou vivos) nos alvéolos de criagdo de obreira.

A estacdao do ano em que estas metodologias sdo aplicadas parece influenciar a
resposta comportamental das colonias, tendo-se constatado serem o Verdo e o Outono,

as estacdes do ano em que esta resposta ¢ mais favoravel na regido em estudo.

As colonias de cada um dos dois grupos (H e NH) reagiram a introdugdo de
acaros, independentemente do seu estado (vivos ou mortos). Todavia, o nivel de
expressdao do seu comportamento foi acentuadamente superior quando se introduziram
acaros vivos. No que se refere a introdugdo de dcaros mortos, essa resposta revelou-se

mais favoravel quando o processo de morte ocorreu naturalmente.
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Conclusoes gerais

6.1. Resposta higiénica das colénias a introducio duma seccio de favo

com criacao morta por congelacio

A avaliagdo do comportamento higiénico em colonias de abelhas meliferas
portuguesas baseada no teste de morte da criagdo de obreira por congelacdo mostrou ser
um procedimento eficaz na quantificacdo daquele comportamento. No Nordeste
Transmontano existem colonias de abelhas que manifestam um elevado comportamento
higiénico as 24 horas. Este periodo de observacao ¢ considerado o periodo de referéncia
na avaliacdo do comportamento higiénico.

Esta avaliacdo permite distinguir as colonias em funcdo do seu nivel de
comportamento higiénico, classificando-as objectivamente em higiénicas ou ndo

higiénicas.

A sua aplicabilidade ao nivel do sistema tradicional de producdo apicola
portugués poderd contribuir relevantemente para uma estratégia de controlo da varroose

a nivel nacional.
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6.2. Relacdo entre a percentagem méida de remocio da criacio de
obreira morta por congelacio em colonias higiénicas (H) e nio

higiénicas (NH) por anos e entre anos

Os padroes de variacdo comportamental revelados pelos grupos de coldnias
higiénicas e ndo higiénicas foram relativamente uniformes e similares entre as
diferentes estagdes do ano. Assim, a manifestacio deste comportamento nio ¢
aparentemente influenciada pela estacao do ano.

As colonias higiénicas e ndo higiénicas ndo mantiveram o mesmo padrdo

comportamental durante os trés anos de estudo.

6.3. Avaliacao da resposta de colonias de abelhas meliferas a utilizaciao
de varios métodos de infestacio de alvéolos de criacio operculada
de obreira com V. destructor , testados de forma individual ou

conjunta

Este estudo revela que coldnias de abelhas meliferas portuguesas conseguem
detectar a presenca da criagdo de obreira infestada com V. destructor, identificando-se
claramente o comportamento I e o comportamento II.

As colonias executam o comportamento higiénico perante a criacao infestada com
acaros mortos (AMC ou AMN) da mesma forma e numa extensao similar, quando estes
métodos sdo aplicados individualmente (por coldnia). Contudo, esta resposta ¢
acentuadamente superior quando os alvéolos da criacdo de obreira sdo infestados com
acaros vivos. Quando os varios métodos sdo aplicadas em simultineo numa dada
coldnia, os niveis de expressao dos comportamentos (I e IT) s3o semelhante entre eles.

A aplicagdo de varios métodos de infestagdo em simultdneo na mesma coldnia
interfere na sua resposta comportamental (influenciada pelo maior nimero de alvéolos
manipulados e/ou introducdo de acaros vivos).

A afericdo destes métodos de infestacdo para a identificacdo e avaliagdo do
comportamento manifestado por colonias de abelhas meliferas que visem a sua
integracdo futura num programa de melhoramento genético, deve ser efectuada de

forma individual por coldnia.
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6.4. Estudo do perfil comportamental das colonias higiénicas e nio
higiénicas como resposta a varios métodos de infestacio da criacio

operculada de obreira com V. destructor

As obreiras dos grupos de colonias H e NH detectam e removem alguns alvéolos
testemunha. Porém, o nivel de expressio do comportamento manifestado por estas
coldnias ¢ acentuadamente maior quando se introduzem &caros (mortos ou vivos) nos
alvéolos da criagdo de obreira.

As colonias de cada um dos dois grupos (H ou NH) reagem a introducdo de
acaros, vivos ou mortos. Contudo, a introdugdo de 4caros vivos provoca uma maior
reac¢do das obreiras em cada um desses grupos de colonias.

No que se refere exclusivamente a introducdo de acaros mortos (AMC e AMN),
maiores niveis de resposta sdo dirigidos a alvéolos artificialmente infestados com AMN.

O Verao e o Outono sdo as estagdes do ano em que maiores niveis de resposta sdo
dirigidos contra alvéolos artificialmente infestados na regido em estudo.

Aparentemente nao existe uma relagdo entre o comportamento higiénico (avaliado
através do teste de morte da criagdo por congelagdo) e o comportamento de remogao de
criacdo e parasitas do interior dos alvéolos operculados de obreira artificialmente
infestados. Todavia, algumas colonias ndo mantiveram o nivel de comportamento
higiénico com que foram inicialmente classificadas.

Na resposta comportamental das coldnias, o comportamento I (remoc¢ao de criacao
e parasitas) parece ser mais o preciso (em todos os métodos estudados), sendo assim o
mais interessante para integrar programas de deteccdo e selec¢do de coldnias que
apresentem este comportamento como um dos mecanismos de tolerancia a V.

destructor.
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