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RESUMO:
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INTRODUCAD

A ascosferiose &€ uma patologia fungica, causada
por um fungo heterotalico, Apis mellifera que afec-
ta apenas a criacao de abelhas meliferas Apis melli-
fera L. (1 2: 3: 4) As larvas infectadas morrem nor-
malmente dois dias apos a operculacao dos seus
alveolos no estado de pré-pupas (5; B)

As mumias s&c negras, se nas larvas infectadas se
formaram os ascocistos, ou brancas nas que ape-
nas existem micelios de um sexc (1, 7, 8; 9]

Paralelamente, outros autores (3; 4 10) afirmaram
que as larvas atacsdas apenas por uma classe de
filamentos [micélin de um sexo) mantém a sua cor
branca, mesmao apos a sua morte (mumias brancas),

e as que tem filamentos masculinos e feminine
cam cinzentas e depois negras (mumias negras)
As larvas mortas ficam inicialmente cobertas com
filamentos brancos do micélio em crescimento e in-
cham ocupandn todo o alvéolo Depaois, retraem-se
e tornam-se duras, e mudam de cor, variando de
cinzento a preto se forem formadas ascocistos, ou
seja, ficam mumificadas (4; 6; 11]

Outros autares (1, 6] também consideraram que as
larvas de zangaos sao mals afectadas gue as de
obreiras, ainda que também tenham afirmado gue
nao e infrequente encontrar quadros apenas com
as larvas de obreiras infectadas. As larvas de zan-
géos encontram-se frequentements na perifera
do ninha e podem estar mais frias quando compa-
radas com as larvas de obreira que se posicionam
no centro do guadro, Este facto pode ser a razéo
devido & gual os zangaos sao maig afectados pela
ascosferiose [12].

Actualmsnte, nan existe nenhum agente quimico-
terapéutico gue seja universalmente aceite contra
a ascosferiose nas abelhas meiiferas, nem estao
todavia definidos os factores de stress nas di-
ferentes areas geograficas que possam dar uma
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resposta eficaz contrz esta patologia. Contudo,
uma das vias gue pode suxiliar no controlo desta
patologia relaciona-se com a selecgao de colonias
higienicas

Varios autores [13; 14; 15, 16; 17; 18; 19, 20) demans-
traram que o comportamento de limpeza ou higie-
nico era considerado o principal mecanismo de re-
sisténcia a Logue Americang, causada pela bactéria
Paenibacillus larvae, e a ascosferiose causada pelo
fungo Ascosphaera apis (21, 22; 23) e, provavel
mente, um dos potenciais mecanismos de controlo
do 4caro Varroa destructor (24 25)

Neste sentido, este estudo teve como ohjectivo
avaliar o agrau de infeccdo num apiario infectado

com ascosferiose, através da introducao de rai-

nhas feczundadas naturalmente e rainhas insemi-
nadas instrumentalmente de uma linha higienica
de abelhas meliferas lbericas (Apis mellifera L),
guando comparadas com uma linha de colonias nao
saleccionada,

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado num apiario experimental,
denominado Rebolal, pertencante a Escola Supe-
rior Agraria de Braganca. Este apiario estava situ-
ado no Parque Natural de Montesinho, com latitude
41°54'46"N, langitude 6°40'12"W e 720 m de altitu-
de. Os ensaios foram realizados entre a Primavera
de 1296 & a Primavera de 139/

A origem do apiario € dupla, uma vez que fol instala-
do com colmeias compradas a apicultores existen-
tes no Pargue Natural de Montesinho, que tinham
am comum a presenca do fungo Ascosphaera apis
e enxames existentes no apiario. Foram usadas
gquarenta e trés colmeas de modelo Langstroth,
com alcas no periodo que antecede & cresta (em
plena produgdo) ndo existindo nenhum apiario numa
area aproximada de 3 km. As colmelas foram dividi-
das em guatro lotes homaogéneas (I, I, IIl e 1Y) com
percentagens de infestagao alta, media e baixa erm
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todos os grupos. Foram utilizadas 10 colénias como
controlo. Para estabelecer e manter as linhas de
abelhas meliferas, as rainhas faram criadas & par-
tir de colonias higienicas, seleccionadas atraves da
utilizagdo de um teste de morte par congelagdo em
outro apiario. As rainhas fecundadas naturaimente
e as inseminadas instrumentalmente foram selec-
cionadas de uma linha higiénica de abelhas melife

ras.

Cada rainha for inseminada com semen de varios
zangaos gue foram seleccionados de colanias hi-
giénicas. As rainhas criadas de uma linha higiénica
deixaram-se acasalar com machos de outras colo-
nias higiénicas, num apiario de acasalamento iso-
lado,

Freviamente a introducao das rainhas selecciona-
das, gue ocorreu na Primavera de 1996, anctou-ge
o namera de alvéolos contaminados (contagem do
numero total de miOmias brancas e negras) po
guadro e por colmeia, de acordo com a metodologia
seguida por (23; 26: 27, 28, 29), 0 que se denominou
contagem inicial [LC.].

No Verao do mesmao ano, um mes depois da aceita-
;&0 das rainhas seleccionadas, registou-se & quan-
tidade de mumias totais (brancas e negras) pre-
sentes em ambos os lados dos 10 guadros de cada
colmeia, aplicando-se ¢ mesmo procedimanto nas
colmelas testemunha. Este controlo fol realizadao
ao fim de 30, 60 e 90 diag, aproximadamente, cor-
respondendo aas meses de Sstembro, Outubro e
Navembro, respectivamente, e foi repstido na Pri

mavera do ano seguinte [1987) nos meses de Mar-
co, Abril 2 Maio. A primeira contagem realizada, de-
pois da substituicio das rainhas das coimeias com

sgscosferiose pelas rainhas seleccionadas, ocorreu
em Setembro, e foi denominada F.C.

Para calcular o nivel de infecgdo em cada colmeia,

criada uma escala de 1 a 10: 0 (alvéolos sem mu-

A

mias), 1 (1-10 mumias), 2 (11-20), 3 (21-30), 4 (3
40), 5 (41-50), 6 (51-60), 7 (61-70), 8 (71- }
80) e 10 [mais de 91]

o W
&)
o

ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados foi realizada
utilizando o procedimento ANOVA (30) para cada
Uma das sete varigveis estudadas, considerando os
factores grupo e categoria

O factor grupo, cam guatro niveis, corresponde ao
ef'eito da localizagdo das colmeias distribuidas no
apiario. O factor categoria, com trés niveis, corres-
ponde so efeito das coimeias controlo, das colénias
com rainhas fecundadas naturalmente e colénias
com rainhas inseminadas instrumentalments, em

relacdo ao grau de contaminagao nos distintos pe-

rindos..

Foram analisadas sete variaveis dependentes, cin-
co das quais (D1, D2, D3, D4 e D5) baseadas nas
diferencas no nivel de infeccao entre 0s meses, &
durante os seis meses considerados. A sexta varia-
vel (06) basenu-se na diferenga do registo do nivel
médio de infeccdo obtida na Primavera anterior ao
Dutono e a sétima vanavel (D7) foi baseada na dife-
renca da contagem final [em Maio de 1997 relativa-
mente 4 contagam inicial (2m Setembro de 1996).

A Interaccac entre o grupo e 2 categoria tambem
fol testada A comparacao entre as medias fol raa-
lizada sequndo o teste de Bonferroni/Dunn (31)

RESULTADOS

No Quadro 1 sao apresentadas as frequencias ob-
tidas, em cada um dos niveis de infecgao conside-
rados, nas contagens que foram realizadas entre o
periodo compreandido entre a Primavera de 1996 e
a Primavera de 1997, De salientar que uma dag 43
colonias morreu no final do Vergo de 199€ pelo gue,

apenas foram estudadas 42 colonias.
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QUADRO 1. Nivel de infeccdo nas 42 colmeias estudadas

Sequéncia de guantificacdo 0 1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80
Nivel de infeccao* 8 1. 2 2 4 5 6 7 8
=X 2 16 8 4 5 2 2 2 1
**F C. (Setembra) g 9 i 5 3 4 1 1 1
Contagem de Outubrao 10 15 5 5 3 1 - 2 1
Contagem de Novembro 15 14 | B = - 5 i - -
Contagem de Marco 3 27 B 3 - 3 - - -
Contagem de Abril g 2B | 4 - 1 - - - i
Contagem de Maio i1 22 G 1 - - - 2
*=EA M, C, 9 11 10 5 4 - 1 1
vl LB 1 A 1 3 1 - -
N° de colmeias 68 (171 |57 [e4 (17 18 |4 &8 |7
% de colmeias infectadas 1825 4524 | 151 (653 |45 478 |1,08 158 |185
1=1-10 mdmias ni L ( 10E] Imeia, #=11 = =31-4 =¥ =" 0 7=61-70 B=
30 {
ol ‘ | | oy
WEC o= At rainh
e 28 = niedia d Primavera
Do total das colonias estudadas, durante todas as na diminuigéo do nimero de colonias em cada grau
cantagens, observa-ss gue a percentagem mais de infecgdo durante as periodos de contagem.
elevada de colonias afectadas [45%] corresponde
ao grau de infeccio 1 e representa apenas um bai- Os valores medios do grau de infecgéo de cada uma
xo nivel de infeccdo [igual au menor a 10 alvéolos das sete variaveis, relativamente aos quatro niveis
com a criagio apresentando o estado patoloagico). do factar grupo e aos trés niveis do factor classe
zpresentam-se nos Quadros 2a 6
Seguem-seosniveis 2e 3 gue representam, raspec-
tivamente, 15% e 6%, das colmeias qus apresentam Apenas s@o significativas (P0,01) as comparages
esta patologia Na ardem dos 4% encontram-se as no nivel de infeccan [grau de contaminacdo de as-
calmeias que pertencem ao nivel de infeccao 4 e 5, cosferiose] entre grupos para a variavel D1 (di-
e cam 0s niveis mais elevados da infecgio existem ferenca mensal do nivel medio de infecgdo entre
apraximadamente 1 a 2% das colmeias. No entanto, Dutubro e Setembra) e para variavel D7 [diferenca
hé& a salientar que 18% das coldnias afectadas com entre a contagem inicial e a final) (Quadro 2]
a patologia nao contém alveclos de criagdo com a
doenga visivel, percentagem esta gue foi aumen- No Quadro 3. podemos observar diferengas signi-
tando, embora nao uniformemente, aou longo das ficativas (P0,01) entre as medias dos valores para
sucessivas contagens a variavel D4 do factor grupo, que apresentou a
redugdo mais elevada no nivel de infeccgdo (-1.975),
Do mesmo mado, ohserva-se de um modo geral, relativemente as outras variavais.
mas nao linearmente, uma diminuigdo do numero de
colonias em cada nivel de infeccao. Isto pode indi- No entanto, ndo foram observadas diferencas sig-
car uma evolugao paositiva, ainda gue inconstante, nificativas (P0,05] entre categarias (Quadra 4] para
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QUADRO 2.
Analise da variancia da diferenca mensal no nivel de infecg

ao por ascosferiose

Variaveis dependentes : D1 (infestacas Outubra / Setembra) D7 (FG-IC)

Fonte de variagao Graus Média dos minimos ~ Quadrado F P

de liberdade gquadrados meédio

D1 D7 D1 07 D1 07 D1 D7 D1 D7
Grupos 8 g 12,69 32,99 423 11,00 5138 2,876 0,005 0,052
Categorias 2 2 1,49 172 0,74 086 0803 0225 0417 0,800
Grupos X Categarias| 5 5 498 15,93 1,00 319 1,209 0833 0328 0536
Erro 28 31 Elsise) 118,52 0,82 3,82
Grupos - Influzncia d: 2] fin listri is]
Categorias - [Nl a HENI ias | =l
as medias dos valo Relativamente as outras variav nao foram ob-

Uutubro/Setembro

apesar de ter havido uma re-

By
ducdo no grau de infeccao [-0,979) na categoria 3
relativamente as outras duas

0o mesmo m dife-
rencas significativas [P005) entre grupos que
indica uma elevada variabilidade entre a contagem

1odo, para s variagvel D7 exist
0

final e inicial, em relagdo ao efeito da localizacao
dos diferentes arupos de colonias no apiario [Qua-
dro 2)

No Quadro 5 observam-se diferencas significati-

aos grupos 1, 2 e 3, verificando-se gue o grupo 4
aprezentou o valor medio mais reduzido do nivel de
infeccado (-3.688) (Quadro 5] Por outro lado, por
classes nao foram ot
cativas (P0,05) entre as médias das contagens final
e inicial [Quadro &)

servadas diferencgas signifi-

Contudo, pode-se observar uma tendéncia no sen-
tido da diminuicdo do grau desta patologis entre
categorias, sendo esta mais evidente na categaria
3, gue representa as rainhas inseminadas instru-
mentalmente,

o
3

21

servados valores

significativo ), pelo gue se

conclul gue as diferencas enbre grupos e catega-

rigs nao determinam reductes no nivel de infect
entre as restantes variaveis

Ho
nao afectou sianificativamente [PO.C
ma das contagens, o grau de resist

MEesmo g interacg@o grupo/categaoria

moaao,

2m nenhu-
ncia das linhas

zeleccionadas

DISCUSSAQ

Pela analice destes resultados, podemas afirmar

que apesar de nao existirem diferencas significa-
tivas [P0,05) entre as medias das variaveis 02, 03,

D4, 05 e DB, existiu de uma forma geral, uma ligeira
tendéncia para que o nivel de infeccao da ascos-

feriose diminuisse, entre |of
Entre grupas, este facto foi mais

idente no quar

3
e

to e, entre categorias, evidenciaram-se a segunda
e g terceira, comparativamente com a primeira, ou
seja, quando utilizamos a inseminagac instrumental
2 a fecundacao natural das rainhas seleccionadas
em relacdo as rainhas testemunhas, gue s&o as
ska

S

rainhas originais das co

pat

1as gue apresentam e

JQia.



QUADRO 3.
Media e desvio padrac (DP) das diferencas
entre D1 (infeccao Outubro/Setembro] e os grupos
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QUADRD 4.
Media e desvio padrac (DP) das diferencas entre
D1 (infeccao Qutubro/Setembro] e as categorias

Categorias | n Média+DP

Grupos | n MédiaxDP

Considerando que a doenga ja existia no apiario, mas

o nivel de infeccao nao era uniforme, tiveram gue

ituidos grupos relativamente homogeneos

com percentagens de infeccao altas, medias e re-
duzidas. Este facto pode explicar em parte os resul-

s obtidos relativamente as elevadas diferencas

que se obtiveram entre grupas, O nivel de infeccéo
For uniformizado no apiario para quantificar & varia-
bilidade gue se ntroduzia ao incluir o factor grupo &,

provavelmente, os grupos naa foram tdo homogene-

DS COMO S8 pengava, uma vez que a redugao fol mais
visivel apenas no grupo 4

FPor outro lado, as diferengas referidas anterior
mente pode acrescentar-se o facto de se ter tra-

balhado simultaneamente com rainhas fecundadas

naturalmente e rainhas inseminadas instrumental-

mente, mas inseminadas com semen de varios zan-

g&os (B-10), spesar de terem sido seleccionados

de colonias higiénicas, Os nosso resultados, assim

como & t 5 utilizada s3o0 semelhantes aos ob-

rvaram uma maior efi-

tidos por (32)], 05 auais obse

cacia no comportamento higiénico g, consequente-
mentea, na resisténcia a ascosferiose, nas rainhas

virgens de colénias resistentes & ascosferiose

Inseminadas com s

cmen de zangaos das masmas

B

1 10 -0,500+0,780
2 18 -0,661+1,071
14 -0,878+1,296

nicas hig

dadas turalmente & rainhas inseminad

talmente

nias. Por outro lado, outros autores (22; 28;

oy

3; 34], utilizaram a inseminacdo instrumental das
rainhas acasaladas individuaimente com um zén-
gao, sugerindo gue com este metodo se eliminam
tantes de varios mach

1@ acasala, oU sejg, as var i%j(.ijE gue ocorre-

ram na fecundagdo natura

Este facto pode ajudar a explicar os resultados
do noss

o estudo indicando gue o nivel de infeccao
se mantém homogéneo entre todas as categorias
ao longo da sequéncia de contagens efectuadas,
tar observado simultaneamente uma

apesar de se
tendéncia positiva na reducao do nivel de infecgao
Estes resultados foram devidos, provavelmente, a
que as colonias originadas por varias linhas pater-
nas sao compostas por grupos de sub-familias de
abelhas, das quals algumas podem ser resisten-
tes a esta patologia, enquanto gue outras podem
ser susceptivels. Isto pode originar um efeito de
mosaico nas colonias em estudo, geralmente de-
monstrando uma resisténcia e/ou susceptibilidade
parcial,

Alérn disso, este efeito pode mudar am qualquer pe-

riodo do estudo porgue o semen dos zangaos, gue
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Quadro 5.

Media e desvio padrac [DF] das diferengas entre
a contagem inicial 2 final (D7) no nivel de infecgao,
relstivamente aos grupos

Grupos n Media+DP

Quadro B.

Media e desvio padrao (OF) das diferencas  entre
a contagem inicial & final (D7) no nivel de infeccao,
relativamante as categorias

11 1,127+1,440k

51721 269t

-1,8043

30, Lo BEQ 06

Grupos - Influénoie da localizacdo das distintas colmaas

digkripuidas no apiano

transporta as genes para a resisténcia ou suscep-
tibllidade, pode ficar mais ou menos concentrado
durante o periodo de postura dos ovos féerteis (28],
Este fenomeno poderia explicar o facto de ndo se
terem encontrado diferengas significativas entre
categorias, ao longo das contagens mensais

Apesar de outros autores terem utilizado com su-
cesso rainhas fecundadas com semen de varios
zéangaos (19; 21 35; 36) somos da opinido que o
acasalamento individual da rainha com um macho
deve ser a metodologia adoptada uma vez que se
diminuem os factores, j& por 5l NUMEerosns, No es-
tudo desta patologia.

Por outro lado, outra das razdes que podem ex-
plicar os nossos resultados & o facto de gue, in-
dividualmeante, cada colénia tem as suas proprias
caracteristicas e, ainda gue as colmeias estgjam
distribuidas por lotes homogéneos relativamente a
dosnga, nao significa que todas estejam nas mes-
mas circunstancias.

Umas estariam mais fortes gue outras, umas te-
riam uma maior proporcao de abelhas amas no seu
interior, umas teriam um maior numero de opér-
culos vazios para & posturs e armazenamento de
alimentos, ou seja, existe uma variabilidade natural

Categorias | n Media+DP

10 0 BED+1 34

ihegarias - Influénela da latias nao-higignicas

nias cas com-ranhas fecundadas natu

rainhas inseminadas instrumeantalmeant

entre colénias, o gue possivelmente podera ter in-
fluenciado a expressao do comportamento higieni-
co e consequentemente a resisténcia a patologia,
Spivak e Gilliam (1993) (19) sugeriram que, apesar
do compoertamento higienico ser determinado ge-
neticamente, nem sempre Se Expressa, uma vez
que a sua expressao parece ser facultativa e de-
pendente da forca da colonia, da quantidade de
obreiras no ssu interior, do espago Necessario nos
alvéolos para a postura e armazenamento de mel
e polen, das condigtes de pastarein e tambem de
factores ainda desconhecidos

Tarmbém pensamos que existe uma relacdo estreita
entre as condicOes ambientais e a dinamica deska
petologia. Durante este estudo, ocorreram tempe-
raturas muito reduzidas no inicio do ano e, poste-
riormente surgiu uma Primavera precoce com tem-
peraturas muito elevadas, o que permitiu floracoes
muito precoces e posteriormente periodos de flora-
cao muito pequenos, oscilagdes termicas muito ele-
vadas, muita chuva acompanhada de temperaturas
baixas, o gue condiciona a producao de mel e tambem
o ciclo biolégico das colonias. Portanto, supomaos que
estes factos possam ter influenciado os resultados
no gue se refere & sequéncia das guantificagdes
efectuadas durante a Primavera e potencializando
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a falta de diferencas nas frequéncias da nivel de in-
o entre os distintos periodos.

Uma vez gue, os resultados estao de acordo com
a variagao na susceptiblidade das colonias de
abelhas a ascasferiose, aspecto este evidente na
maioria dos estudos sobre esta patologia, e gue
pode ser comprovado ao se constatar gue no api-
ario do estudo algumas colonias estao severaman-
te infectadas, enquanto que as adjacentes estio

ot

sds ou o nivel de infecgdo & muito baixo. Isto re-
flecte que uma coldnia pode ter a infecgdo sem a
manifestar aparentemente & sugere gue as larvas
podem nao ficar infectadas ste que algum factor
de stress se desenvolva na colmeia Fsta variacan
ocorrer também, porgue algumas coldnias
sao0 geneticamente mais resistentes ou tolerantes

a infeccao ou porque esta resisténcia/tolerzncia
pode tambeém acorrer devido a propria resisténcia
fisiolaégica ou fisica das abelhas [28)

Segundo Befus-Nogel et al. [1892) (37), o mansio
das colonias, principalmente se € um manea muito
agressivo, pode aumentar a incidéncia da ascos-
feriose nas colonias doentes, © que possivelmente
€ causado pela interrupcdo na comunicacao e ali-
mentacdo no ninho de criagdo

Estes resultados mostram uma tendeéncia para a

diminuicao do nivel de infeccao, sendo asta mais vi-

sivel guando se utihiza a3 inseminacao instrumental
em vez da Fecundacdo natural, apesar de nao ser
estatisticameante significativo, o que demonstra
gue a ascosferiose e uma patologia multifactorial.
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