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RESUMO

A apicultura enfrenta desafios globais devido ao complexo hospedeiro-parasita liderado
pelo acaro Varroa destructor. A Selecdo Darwiniana, caracterizada pela auséncia de
aplicacdo de acaricidas, surge como uma estratégia evolutiva para a criagao de populagdes
localmente adaptadas e resilientes. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
sobrevivéncia e a dinamica populacional das abelhas e da varroa de 53 coldnias de Apis
mellifera iberiensis sujeitas a este protocolo no Nordeste de Portugal (2024-2026).
Monitorizou-se a infestacdo por varroa (forética e queda natural), assim como o
comportamento defensivo. A monitorizagdo continua do peso e temperatura interna do
ninho foi garantida através do sistema de telemetria BEEP. A origem materna foi
caracterizada via analise de DNA mitocondrial, enquanto que a avaliagao da infestagao e
dos possiveis preditores de sobrevivéncia foi realizada através da aplicagao de Modelos
Lineares Mistos e Modelos de Risco Proporcional de Cox. A andlise do DNA
mitocondrial revelou que 85% das colonias pertencem a linhagem africana (A), enquanto
que as restantes 15% pertencem a linhagens europeias (M e C). O ensaio culminou numa
mortalidade global de 94%, sendo que as 3 colonias sobreviventes sdo da linhagem A. A
modelacdo de Cox revelou uma contrapartida populacional, nomeadamente, as colonias
mais fortes em julho apresentaram um risco letal significativamente maior no inverno
(risco de mortalidade aumenta 32,8% para cada quadro de abelhas e unidade de varroa),
associado a elevada disponibilidade de criagdo para a reprodu¢do do dacaro.
Estatisticamente, a letalidade associada a varroa concentrou-se nos meses de junho e
setembro, comprometendo o desenvolvimento fisioldégico das abelhas de inverno. O
comportamento defensivo, avaliado pelo teste de agressividade, ndo apresentou
correlagdo com a sobrevivéncia, sugerindo independéncia genética face a resisténcia ao
acaro. A telemetria corroborou o declinio em 2025, em que perdas precoces de peso e
severas amplitudes térmicas internas (até 15 °C) funcionaram como indicadores da perda
de termorregulacao das colonias. Conclui-se que o protocolo foi um filtro seletivo eficaz
na identificagdo de gendtipos locais tolerantes (Rainhas 1 e 12), sendo a resisténcia a
varroa fortemente dependente da origem genética materna e ndo do vigor populacional
da coldnia na época apicola ativa.

Palavras-chave: Apis mellifera iberiensis, Varroa destructor, selecao natural,

monitorizagao, sobrevivéncia, telemetria.



ABSTRACT

Beekeeping faces global challenges due to the host-parasite complex led by the mite
Varroa destructor. Darwinian Selection, characterised by the absence of acaricide use,
emerges as an evolutionary strategy for the creation of locally adapted and resilient
populations. This study aimed to assess the survival and population dynamics of bees and
varroa mites in 53 colonies of Apis mellifera iberiensis subjected to this protocol in north-
eastern Portugal (2024-2026). Varroa infestation (phoretic and natural fall) was
monitored, as well as defensive behaviour. Continuous monitoring of nest weight and
internal temperature was ensured using the BEEP telemetry system. Maternal origin was
characterised via mitochondrial DNA analysis, whilst the assessment of infestation and
potential predictors of survival was carried out using Mixed Linear Models and Cox
Proportional Hazards Models. Mitochondrial DNA analysis revealed that 85% of the
colonies belong to the African lineage (A), whilst the remaining 15% belong to European
lineages (M and C). The trial resulted in an overall mortality rate of 94%, with the three
surviving colonies belonging to lineage A. Cox modelling revealed a population trade-
off, specifically, the strongest colonies in July exhibited a significantly higher lethal risk
in winter (mortality risk increases by 32.8% for each frame of bees and varroa unit),
associated with high brood availability for mite reproduction. Statistically, varroa
associated mortality was concentrated in June and September, compromising the
physiological development of winter bees. Defensive behaviour, assessed by the
aggression test, showed no correlation with survival, suggesting genetic independence
from mite resistance. Telemetry corroborated the decline in 2025, where early weight loss
and severe internal temperature fluctuations (up to 15 °C) served as indicators of the
colonies’ loss of thermoregulation. It is concluded that the protocol was an effective
selective filter for identifying tolerant local genotypes (Queens 1 and 12), with varroa
resistance being strongly dependent on maternal genetic origin rather than the colony’s
population vigour during the active beekeeping season.

Keywords: Apis mellifera iberiensis, Varroa destructor, natural selection, monitoring

hives, survival, telemetry.
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1. INTRODUCAO

A apicultura moderna enfrenta desafios sanitarios sem precedentes. Como
consequéncia da globalizagdo, observou-se um aumento expressivo de agentes
patogénicos que afetam a abelha melifera (Apis mellifera). O caso mais paradigmatico e
destrutivo resultou de um fendémeno de mudanga de hospedeiro protagonizado pela
Varroa destructor. Historicamente confinado a Apis cerana, a sua transicdo para as
colonias de A. mellifera transformou-o na maior ameaca biologica enfrentada pela
apicultura a escala global (Blacquiére et al., 2019; Mondet et al., 2020).

O controlo desta ameaca na apicultura comercial baseia-se, predominantemente,
na aplica¢do sistematica de acaricidas (quer organicos quer quimicos). Esta pratica
apresenta uma clara dualidade, na medida em que, se, por um lado, assegura a
sobrevivéncia imediata das colonias e o retorno econdmico para os apicultores, por outro,
atua como um bloqueio direto a coevolucdo entre a 4. mellifera ¢ a V. destructor
(Blacquiére & Panziera, 2018; Neumann & Blacquiére, 2017). Ao controlar
artificialmente a populacdo do acaro, o maneio apicola suprime o estimulo bioldgico
necessario para que as abelhas desenvolvam e fixem mecanismos genéticos e
comportamentais de resisténcia e tolerancia, condenando-as a uma dependéncia cronica
da intervenc¢ao humana (Locke, 2016).

Consciente desta limitagdo imposta pelas praticas de gestdo, uma solucao
duradoura para a varroa deve ser procurada na propria resiliéncia natural das abelhas
(Mondet et al., 2020). Na Europa, 4. mellifera ¢ uma espécie nativa, cujas populagdes
apresentam um longo historial de adaptacdo local a uma ampla diversidade de condi¢des
ambientais. Apesar da hibridacao e da pressao de sele¢do artificial para tragos produtivos,
a abelha melifera mantém os seus instintos primitivos intactos e um elevado potencial de
adaptacdo continua (Blacquiére & Panziera, 2018). Para que este potencial se traduza
numa resisténcia efetiva, ¢ imperativo restabelecer a relacao natural hospedeiro-parasita,
permitindo que a propria V. destructor exerga a sua pressao seletiva e atue como o motor
evolutivo da colonia.

Portanto, para promover uma apicultura sustentavel e mitigar a dependéncia de
acaricidas, ¢ essencial adotar um método baseado na biologia evolutiva, em que as
condi¢des de maneio sejam alinhadas o mais préximo possivel ao que ocorre na natureza

(Blacquiere & Panziera, 2018). Em vez de limitar os processos coevolutivos, devem-se

12



adotar solucdes baseadas na selecdo natural, permitindo que as abelhas expressem e
desenvolvam os seus proprios mecanismos naturais de defesa (Neumann & Blacquicre,
2017).

Neste contexto, o presente trabalho tem como principal objetivo avaliar a
sobrevivéncia, o desenvolvimento e a capacidade de adaptacdo de colonias de Apis
mellifera iberiensis a infestacdo por V. destructor. Para tal, o estudo baseia-se na
aplicacdo do protocolo de Selecao Darwiniana (Darwinian Black Bee Box; Blacquiére et
al., 2019), um maneio de intervencao minima, pelo qual procura-se compreender de que
forma estas abelhas locais respondem, resistem e se adaptam a pressdo parasitaria

continua do acaro V. destructor.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
O presente trabalho tem como objetivo principal avaliar a sobrevivéncia, o
desempenho e o potencial de adaptagdo de coldnias de Apis mellifera iberiensis inseridas

num apiario sujeito ao protocolo de Selecdo Darwiniana.

2.2. Objetivos Especificos
Para atingir o objetivo geral delineado, foram estabelecidos os seguintes objetivos
especificos:

— Avaliar os parametros de desempenho e o desenvolvimento populacional das
colonias (forga da coldnia);

— Monitorizar a dinamica das coldnias através da avaliacdo continua de variagdes de
peso e temperatura interna, recorrendo a utilizacdo do sistema BEEP (ferramentas
digitais de precisdo para apicultores);

— Quantificar o nivel de infestacdo e a pressdo parasitaria exercida pelo acaro Varroa
destructor nas colonias avaliadas;

— Avaliar o comportamento defensivo das colonias através da aplicagdo de testes de
agressividade;

— Determinar a linhagem evolutiva das colonias em estudo através da analise de DNA

mitocondrial.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. A evolucao do género Apis e a conquista de novos habitats

A familia Apidae caracteriza-se pela sua existéncia em comunidades sociais e pela
presenca de 6rgaos especializados na recolha de polen. Dentro desta familia esta o género
Apis, cujas espécies se diferenciam por caracteristicas morfologicas, comportamentais e
de distribui¢do geografica (Ruttner, 1988).

As principais caracteristicas bioldgicas do género Apis surgiram no inicio do
periodo Terciario (Oligoceno). Estas incluem a construgao de ninhos ao ar livre com favos
verticais de cera com células hexagonais bilaterais, a prote¢ao por um denso enxame de
obreiras, a alimentacdo progressiva das larvas, a reprodugdo por enxameacdo ¢ a
comunicac¢do através da danca em oito (waggle dance). Este tipo primario manteve-se
sem alteragdes substanciais ao longo de todo o Tercidrio. Contudo, por estar estritamente
adaptado as condicdes ecoldgicas tropicais, este tipo “conservador” de Apis foi extinto na
Europa devido a deterioragao climatica observada no final deste periodo (Ruttner, 1988).

Durante o Pleistoceno, a emergéncia de climas temperados, associada a ultima Era
Glaciar, marcou a evolugdo das abelhas Apis. Para sobreviver a estas novas condigoes, as
abelhas adaptaram-se, passando a nidificar em cavidade como forma de desenvolver a
capacidade de termorregulacdo corporal e atingir a homeostase térmica. Além disso,
houve o aperfeicoamento da comunicacdo por meio da dang¢a. Em conjunto, estas
adaptagdes comportamentais permitiram a amplia¢do da area de distribui¢do do género,
outrora restrito aos tropicos, para as regides temperadas da Europa e da Africa. Este
fendmeno de dispersao e adaptagao destacou-se sobretudo nas espécies 4. mellifera e A.

cerana, muito proximas na arvore filogenética.

3.2. Diversificacao e linhagens morfométricas da Apis mellifera
Ainda durante o Pleistoceno, as oscilagdes climdticas promoveram periodos de
maior conectividade entre a Africa e a Europa, nomeadamente através de fases mais
htimidas no Saara, facilitando a dispersao da 4. mellifera. Embora a origem da espécie
permaneca objeto de debate cientifico, com hipéteses a apontar para a Asia ou a Africa
(Dogantzis et al., 2021; Whitfield et al., 2006), a bacia do Mediterraneo desempenhou um
papel fundamental como zona de expansdo e diferenciacdo. Foi nesta regido que, em

refugios glaciares, se consolidaram subespécies europeias importantes: 4. m. mellifera na
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Peninsula Ibérica, A. m. ligustica nos Apeninos e A. m. carnica no sul da Peninsula
Balcanica (Ruttner, 1988).

A espécie 4. mellifera (Linneaus, 1758), destaca-se por seu alto nivel de aptidao.
Ao longo da sua evolugdo, diversificou-se em subespécies com adaptagdes especificas
para diversas combinacdes de cendrios, desde climas temperados frios até tropicais,
variando a humidade, padrdes de criacao e diferentes taxas de reprodu¢ado (Ruttner, 1988).
A exposicao prolongada a invernos rigorosos, por exemplo, for¢ou algumas subespécies
de A. mellifera a desenvolver caracteristicas de sobrevivéncia. Tais como o aumento do
tamanho individual, maior eficiéncia na termorregulagdo, mudanca na composicao
corporal € menor e mais precoce propensao a enxameacao (Ruttner, 1988).

Atualmente, 31 subespécies podem ser diferenciadas com base em caracteristicas
morfométricas e genéticas, embora Ruttner (1988) tenha caracterizado inicialmente
apenas 24. Estas subespécies estdo distribuidas em 4 linhagens evolutivas principais
(Ruttner, 1988; Hepburn & Radloff, 1998; Engel, 1999; Sheppard & Meixner, 2003;
Meixner et al., 2011; Chen et al., 2016; Ilyasov et al., 2020):

— Linhagem A (Africa): agrupa as subespécies do continente africano tais como 4. m.
intermissa, A. m. litorea, A. m. lamarckii, A. m. adansonii, A. m. scutellata, A. m.
sahariensis, entre outras.

— Linhagem M (Europa Ocidental e Central): agrupa as abelhas de clima temperado
ocidental, como 4. m. mellifera e A. m. iberiensis.

— Linhagem C (Leste Europeu e Balcas): na qual se inserem subespécies como A4. m.
cecropia, A. m. carnica e A. m. ligustica.

— Linhagem O (Médio Oriente e Caucaso): constituido por subespécies como A. m.
pomonella ou A. m. remipes.

Apesar de partilharem um ancestral comum com caracteristicas "progressivas"
(como a termorregulacdo e a nidificacdo em multiplas cavidades), foi o isolamento
geografico causado por barreiras naturais, como o Mar Mediterrdneo e as cadeias
montanhosas, que permitiu esta vasta diversificacdo morfologica e ecoldgica ao longo

do Pleistoceno.

3.3. A Apis mellifera iberiensis e o hotspot peninsular
A Peninsula Ibérica funcionou como um refigio glaciar durante o Pleistoceno,

atuando (até hoje) como zona de contacto entre os continentes europeu e africano. Esta
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fronteira geografica moldou uma complexa zona de hibridacdo, tornando o territério um
“ponto quente”, hotspot, de diversidade genética mitocondrial e nuclear (Pinto et al.,
2013; Chavez-Galarza et al., 2013). A subespécie endémica resultante, A. m. iberiensis
(Goetze, 1964), conhecida como abelha ibérica, caracteriza-se pela coocorréncia de duas
linhagens evolutivas divergentes, a da Europa Ocidental (Linhagem M) e a Africana
(Linhagem A), que formam um gradiente de distribuicdo ao longo do territério (Pinto et
al., 2013). Embora seja morfologicamente agrupada na linhagem M (Ruttner, 1988), a
sequenciagdo da regido intergénica tRNA'®-cox2 do ADN mitocondrial (mtDNA) tem
revelado elevada variacdo e forte afinidade evolutiva com as subespécies africanas (Pinto
et al., 2013; Chavez-Galarza et al., 2017; Gebremedhn et al., 2025).

O mtDNA, dada a sua heran¢a matrilinear ¢ auséncia de recombinagdo, é o
marcador padrido para inferéncia filogenética em A. mellifera (Garnery et al., 1993;
Guedes, 2010). A regido intergénica tRNA®'-cox2 caracteriza-se por um polimorfismo
de comprimento resultante de variagdes nos elementos estruturais P e Q. A combinacao
destes elementos ¢ o que permite a discriminacdo das linhagens evolutivas: a linhagem C
¢ caracterizada pela auséncia total do elemento P, enquanto as linhagens M e A sdo
portadoras das formas PO e P1, respetivamente, em associagdo com uma ou mais copias
do elemento Q (Garnery et al., 1993; Chavez-Galarza et al., 2017).

A abelha ibérica apresenta um fendtipo adaptado as variagdes ambientais
acentuadas. Esta subespécie ¢ caracterizada pela sua rusticidade, suportando invernos de
zonas temperadas e altas temperaturas caracteristicas dos climas mediterranicos. Ao
mesmo tempo que mantém comportamentos primitivos pronunciados, nomeadamente
uma reacdo defensiva répida, uma elevada propensdo a enxameac¢do e uma recolha
abundante de propolis. Morfologicamente, distingue-se por um abdomen mais largo e
asas dianteiras mais estreitas (Ruttner, 1988).

Historicamente, a apicultura comercial tem negligenciado os comportamentos
naturais e as escolhas da coldnia, realizando uma selecdo artificial intensiva contra
caracteristicas consideradas indesejaveis para o maneio humano, como a tendéncia de
enxameacdo e o comportamento defensivo. No entanto, estes comportamentos podem
estar intimamente ligados a vitalidade e aos instintos de sobrevivéncia originais da
espécie (Blacquiere et al., 2019). A conservagdo desta diversidade genética e fenotipica

¢ potenciada a uma escala local quando se utilizam abordagens como a Selecdo
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Darwiniana, que promovem a manutencdo de populagdes localmente adaptadas

(Blacquiére et al., 2019).

3.4. Vulnerabilidade evolutiva e o ciclo reprodutivo da Varroa destructor

A compreensdao da taxonomia e do historico de invasdao do acaro Varroa
destructor ¢ fundamental para o desenvolvimento de estratégias de mitigacdo. Durante
décadas, assumiu-se que o dcaro ectoparasita responsavel pelo declinio global da abelha
melifera ocidental (4. mellifera) era a Varroa jacobsoni, descrita originalmente no inicio
do século XX como parasita natural da abelha asiatica (4. cerana). No entanto, estudos
genotipicos, fenotipicos e reprodutivos rigorosos realizados diferenciaram uma nova
espécie, a Varroa destructor (Anderson & Trueman, 2000) (daqui em diante mencionada
apenas como varroa). Esta nova espécie foi responsavel pela migra¢do de hospedeiro e ¢
a principal ameaca patoldgica a apicultura global (Blacquiere et al., 2019; Mondet et al.,
2020).

Para compreender a vulnerabilidade da A. mellifera a varroa, ¢ fundamental
observar sua historia evolutiva e a da irma, a A. cerana. Ambas as espécies se encontram
num estagio evolutivo relativamente proximo, tendo-se separado imediatamente antes ou
durante o Pleistoceno (héa cerca de 1 a 2 milhdes de anos), sem terem entrado em contacto
posteriormente na natureza. As duas espécies partilham vantagens adaptativas,
nomeadamente a nidificagdo em favos multiplos, a homeostase de temperatura
(termorregulacdo eficiente) e a comunicagdo através da danga em oito (waggle dance).
Adicionalmente, partilham a mesma sequéncia de fungdes laborais ao longo da vida
(limpeza, cuidado com a criagdo, construcao e forrageamento), embora, na A. cerana o
ciclo bioldgico seja ligeiramente mais acelerado (Ruttner, 1988).

No entanto, a separagdo geografica definiu trajetorias coevolutivas distintas em
relacdo a varroa. A A. cerana desenvolveu, apds milhares de anos de interacdo, uma
relagdo hospedeiro-parasita estavel baseada em defesas biologicas, nomeadamente, a
restri¢ao da reproducdo do 4caro aos alvéolos de zangao e a remocgao ativa dos parasitas
por meio de comportamento de limpeza (autolimpeza e alolimpeza) (Ruttner, 1988). Em
contraste, devido a sua historia evolutiva mais curta, estimada a partir de meados do
século XX (aquando da introdugdo na Europa) (Traynor et al., 2020), a A. mellifera
apresenta defesas comportamentais incipientes € menos evidentes (Ruttner, 1988;

Panziera et al., 2017). Além disso, o sucesso invasivo da varroa (particularmente do mais
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comum e virulento "Haplotipo Coreia") reside na sua extrema plasticidade reprodutiva,
pois € capaz de se reproduzir tanto em alvéolos de zangaos quanto em obreiras (Traynor
et al., 2020). Tal, resulta num crescimento populacional exponencial (Ruttner, 1988; De
Miranda et al., 2013) e, se nao for controlado ou alvo de seleg¢do natural, leva ao colapso
da colénia (Panziera et al., 2017; Traynor et al., 2020; Morfin et al., 2023).

Para compreender a dinamica de disseminag@o da varroa ¢ necessario analisar o
seu ciclo de vida (ver Figura 1, painel A). O ciclo reprodutivo do acaro estd intimamente
sincronizado com o desenvolvimento da criacdo. O processo inicia-se quando a fémea
fundadora (mae) invade um alvéolo com criagdo instantes antes da operculagdo. Para
garantir o sucesso reprodutivo, a fémea deve ovipositar um ovo nao fecundado (macho)
entre 60 e 70 h apoés a invasdo da célula, seguido da postura de um ou mais ovos
fecundados (fémeas). A descendéncia deve maturar e acasalar no alvéolo com criagao,
periodo em que as fémeas estdo em fase reprodutiva, antes da emergéncia da abelha. O
ciclo reprodutivo completo da varroa dura cerca de 12 dias nos alvéolos de obreiras e 15
dias nos alvéolos de zangdos. Em condi¢des de campo, cada fémea fundadora consegue
completar entre 1,5 e 3 ciclos reprodutivos ao longo de sua vida. Apos a emergéncia da
abelha, o macho morre e as fémeas recém-fecundadas, juntamente com a fémea
fundadora, iniciam a fase forética. Durante esta etapa, parasitam as abelhas adultas até
localizarem um novo alvéolo com criagdo para reiniciar o ciclo (De Miranda et al., 2013;
Traynor et al., 2020). O sucesso reprodutivo pode falhar se a fémea ndo ovipositar ovos
viaveis, se ndo gerar descendéncia masculina ou se iniciar a postura demasiado tarde em
relagcdo a pupacao da abelha (De Miranda et al., 2013).

A dinamica populacional e a prolifera¢do da varroa flutuam substancialmente ao
longo das estagcdes do ano, acompanhando o ciclo da colonia, conforme ilustrado no
painel B da Figura 1. Na primavera, durante a expansao da colonia, a varroa exibe uma
preferéncia oito vezes maior por parasitar a criagdo de zangao. O periodo de operculagao
mais longo dos zadngdos permite a fémea fundadora gerar, em média, 1,6 a 2,5 filhas
vidveis, em contraste com apenas 0,7 a 1,45 filhas na criag@o de obreira. Durante o verdo
e apods a época de enxameacao, a reducdo drastica ou cessagdo da criagdo de zangaos forga
a varroa a reproduzir-se nos alvéolos de obreira. No final do verdo, a medida que a area
de criagcdo diminui e a populagdo de 4caros aumenta, torna-se frequente a co-infestagao

de um unico alvéolo por multiplas fémeas fundadoras. Embora isto reduza a taxa de
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reproducao individual de cada 4caro, aumenta a produgdo de descendéncia fecundada e o
intercAmbio genético. No outono e inverno, com a diminui¢do drastica da criagdo, a
populagdo de varroa perde os seus locais de reproducao, sendo forcada a refugiar-se
maioritariamente sobre a populagao de abelhas adultas de inverno, que possuem um corpo
gordo mais desenvolvido, na fase forética, o que leva a uma reducdo da populagdo global

do acaro até a primavera seguinte (Traynor et al., 2020).
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Figura 1: Ciclo biolégico e dindmica populacional da varroa (Varroa destructor). (A) Ciclo reprodutivo
individual do acaro durante o desenvolvimento da abelha, destacando as vias de transmissdo de patdgenos,

em especial a transmissdo direta pela varroa (setas vermelhas). (B) Flutuagdo sazonal da populagdo do acaro
numa coldnia ndo tratada, evidenciando a dependéncia da presenga de criagdo de zangaos na primavera e o
refigio forético sobre as abelhas adultas durante a paragem de postura no inverno. Fonte: Adaptado de
Traynor et al. (2020).

A varroa afeta, direta e indiretamente, a saude das abelhas (Morfin et al., 2023).
Ainda na fase reprodutiva, as ninfas se alimentam da hemolinfa das pupas e, na fase
forética, dos tecidos adiposos das abelhas adultas. Enquanto se alimenta, a saliva da

varroa secreta proteinas que podem afetar a resposta imune, o metabolismo e fungdes
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neurais das abelhas (Morfin et al., 2023). Além disso, a varroa atua como um vetor de
virus patdgenos, como o virus das asas deformadas (Deformed wing virus — DWV —
Iflavirus aladeformis). A varroa, ao alimentar-se dos tecidos de uma abelha infetada, seja
pupa ou adulta, e transitar entre outros individuos, adquire e transmite os virus a novas
abelhas durante o processo de alimentagdo (Traynor et al., 2020). Esta transmissio
contribui significativamente para o colapso das coldnias quando ndo sdo aplicadas
medidas de controlo (Blacquicre et al., 2019; Mondet et al., 2020; Morfin et al., 2023).
Até o momento, o controlo da varroa baseia-se na utilizacdo de acaricidas
quimicos e organicos (Traynor et al., 2020; Morfin et al., 2023). No entanto, esta pratica
induz um ciclo vicioso, na medida em que suprime a pressao seletiva necessaria para que
as abelhas desenvolvam e fixem suas adaptagdes, a0 mesmo tempo que induz o
desenvolvimento de resisténcia cruzada aos acaricidas por parte das populagdes de varroa

(Blacquiere et al., 2019).

3.5. A interferéncia do maneio apicola na selecio natural e coevoluciao

Para além da barreira evolutiva imposta pelo uso sistematico de acaricidas, a
apicultura comercial intensiva engloba diversas praticas de maneio que atuam como
impeditivos diretos da coevolugdo e da resiliéncia natural das abelhas (Neumann &
Blacquiere, 2017). A elevada densidade de colmeias nos apiarios, por exemplo, facilita a
deriva e a rapida transmissdo horizontal de patdégenos. Simultaneamente, a selegdo
artificial direcionada para a promogao de caracteristicas como a elevada produgdo de mel
e a docilidade tem privilegiado determinados tragos de interesse apicola, podendo, em
alguns casos, influenciar a expressio de comportamentos naturais, como o0
comportamento defensivo, a enxameacdo e a producdo de propolis. Estes
comportamentos desempenham um papel relevante na defesa e na satde da colonia, sendo
considerados componentes importantes da sua resposta coletiva aos agentes patogénicos.
A inseminacao artificial e a utilizagdo de um niimero reduzido de zangaos nos apiarios de
fecundacao limitam o potencial polidndrico das rainhas, reduzindo drasticamente a
diversidade genética da coldnia e os alelos disponiveis para a resposta imunitaria coletiva
(Blacquiére & Panziera, 2018).

Outra perturbacdo profunda na dindmica hospedeiro-parasita resulta da
substitui¢do artificial e frequente de rainhas, que contraria a forma como a natureza lida

com os patogenos. Na reproducdo natural (enxameagdo), a rainha progenitora sai da
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colmeia com parte da populacao de obreiras e zangaos, levando consigo uma fracao da
populagdo de parasitas residente, cuja relagdo hospedeiro-parasita ja se encontrava
estabelecida. A colmeia original, agora orfa, retém o restante da populacao de parasitas,
mas inicia a criagdo de uma nova rainha (filha). A medida que a nova rainha acasala e a
sua descendéncia emerge, a identidade genética da colonia altera-se gradualmente. Desta
forma, assegura-se uma transmissdo vertical: a colonia-filha herda da mae os alelos de
tolerancia aos parasitas locais, podendo ainda adquirir novas vantagens genéticas através
dos zangaos com os quais acasalou. Esta nova identidade genética, em parte herdada e
em parte adquirida, aumenta a aptidao bioldgica global (Blacquiére & Panziera, 2018).

Ao suprimir a enxameacao e introduzir rotineiramente rainhas ndo locais, criadas
em ambientes distintos, o apicultor interrompe este ciclo adaptativo. Os parasitas locais
sdo subitamente expostos a genotipos completamente novos, o que forca a transmissao
horizontal de doengas e reinicia a relagdo hospedeiro-parasita. Consequentemente, a
mudanga continua da transmissao vertical para a horizontal limita o potencial adaptativo
da transmissdo vertical (Blacquicre & Panziera, 2018).

Ironicamente, o maneio apicola focado na alta produtividade tem um efeito
contraproducente na saude geral das abelhas. A utilizagao de tratamentos quimicos contra
a varroa, embora viabilize a producdo imediata, anula a pressdo seletiva. Sem este
estimulo natural, as colonias ficam impedidas de desenvolver e consolidar os seus
proprios mecanismos de defesa, condenando-se a uma dependéncia cronica da

intervencdo humana para sobreviver.

3.6. Resiliéncia natural e os mecanismos de adaptacio ao hospedeiro

Uma transi¢do sustentavel para a apicultura exige explorar a biologia da espécie.
Compreender as interagdes naturais e as adaptagdes entre as abelhas e a varroa ¢ um
primeiro passo essencial para alcancar solugdes duradouras (Locke, 2016). Uma
abordagem alternativa viavel € a potenciagao de caracteristicas hereditarias de resisténcia
ou tolerancia por meio de programas de melhoramento genético ou de selecdo de colonias
que sobrevivem naturalmente sem tratamento (Mondet et al., 2020).

A nivel genético, a sequenciacao do genoma da A. mellifera revelou que a abelha
possui um conjunto reduzido de genes associados a resposta imune. Adicionalmente, ao
contrario dos vertebrados, as abelhas tém apenas sistema imune inato, isto €, ndo t€m a

capacidade de produzir anticorpos nem de desenvolver memoria imunitaria (Evans et al.,
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2006; Honey Bee Genome Sequencing Consortium, 2006). Esta aparente limitacdo
imunitaria a nivel individual ¢ amplamente compensada pela sua imunidade social, que
assenta em respostas comportamentais, estratégias de limpeza mutua e higiene profilatica
coletiva ao nivel do superorganismo (Evans et al., 2006).

E precisamente sobre este conjunto de defesas comportamentais que a selegdo
natural atua. Quando ha abstencdo de tratamentos, a selecdo atua de forma bidirecional
(Neumann & Blacquiere, 2017). Por um lado, as coldnias capazes de tolerar a carga
parasitaria sobrevivem e transmitem os seus genes a geragao seguinte (Blacquiére et al.,
2019). Por outro lado, parasitas excessivamente virulentos correm o risco de aniquilar o
hospedeiro de forma demasiado rapida, eliminando a sua propria via de transmissao e
levando a sua propria extingdo (Superinfection exclusion, SIE). Assim, com o passar do
tempo e das geracdes, a conjugagdo destes fendémenos leva a uma atenuagdo da viruléncia
do parasita e um aumento da resisténcia ou tolerancia do hospedeiro (Blacquie¢re &
Panziera, 2018).

A eficécia desta coevolucdo estd comprovada em populagdes de 4. mellifera ao
redor do mundo, tanto em coldnias geridas como em populacdes selvagens, que
sobrevivem sem tratamento (Locke, 2016). Para compreender a base biologica desta
sobrevivéncia, ¢ essencial distinguir dois conceitos prévios, nomeadamente, a tolerancia
(capacidade do hospedeiro de mitigar os danos) e a resisténcia (capacidade de reduzir o
sucesso reprodutivo do parasita) (Mondet et al., 2020). A Tabela 1 sumariza a
terminologia padrdo utilizada na identifica¢do e nos estudos desta dinamica hospedeiro-

parasita.
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Tabela 1: Terminologia e defini¢des relacionadas a interacdo entre 4. mellifera e varroa.

Terminologia em

Terminologia

A . Definicao
portugues em inglés
Comportamento Varroa Sensitive ~ Comportamento higiénico que identifica e elimina a
higiénico sensivel a Hygiene cria infestada por varroa. Esta caracteristica ¢ avaliada
varroa (VSH) através de ensaios que medem a eliminagdo da cria
parasitada por varroa.
Crescimento da Mite Population A variag@o no numero de acaros numa populagdo ao

populagdo de acaros

Growth (MPG)

longo de um periodo especifico. A auséncia (ou o
baixo) crescimento populacional constitui a base da
resisténcia do hospedeiro.

Comportamento
higiénico

Hygienic
behaviour (HYG)

Sequéncia comportamental que consiste na localizagao,
abertura e remocao de crias doentes, feridas,
parasitadas ou mortas pelas abelhas operarias. Esta
caracteristica ¢ normalmente avaliada através de
ensaios com crias mortas por congelamento (FKB) ou
por perfuracdo (Pin test).

Nao-reprodugdo do
acaro

Mite non-
reproduction
(MNR)

A incapacidade de um acaro fundador de produzir pelo
menos uma fémea adulta e acasalada que venha a
integrar a populagdo de acaros da colonia quando a
abelha em desenvolvimento emergir da célula como
abelha adulta. Um &caro fundador néo tera sucesso na
reprodugdo se ndo puser nenhum ovo (infértil), puser
apenas um ovo, ndo produzir descendéncia masculina
ou comegar a por os seus ovos demasiado tarde em
relacdo ao desenvolvimento da pupa da abelha.

Reoperculacdo

Recapping

Sequéncia comportamental que consiste em localizar,
abrir e, em seguida, voltar a tapar as células de cria, o
que pode levar a interrupgao da reprodugdo dos acaros.
Sao necessarias mais investiga¢des para confirmar que
esta caracteristica ¢ totalmente distinta da V'SH.

Limpeza/
Autolimpeza/
Alolimpeza

Grooming/
Autogrooming/
Allogrooming

Comportamento que consiste na remo¢ao de varroa das
abelhas adultas, seja por uma abelha infestada pelo
proprio acaro (autolimpeza) ou por uma abelha que
limpa outra abelha (alolimpeza).

Viruléncia do acaro

Mite virulence

Capacidade do acaro (parasita) de causar danos ao seu
hospedeiro.

Toleréncia do
hospedeiro

Host tolerance

Capacidade de um hospedeiro (coldnia de abelhas ou
abelha individual) de reduzir os efeitos nocivos
causados pelo parasita.

Resisténcia do
hospedeiro

Host resistance

Capacidade de um hospedeiro (coldnia de abelhas ou
abelha individual) de reduzir o sucesso reprodutivo do
parasita, de modo que a infestagdo permanega abaixo
de um nivel prejudicial.

Caracteristica da abelha

Honey bee trait

Uma caracteristica estrutural ou funcional observavel

melifera das abelhas meliferas ou das colonias de abelhas
meliferas

Caracteristica Regulatory trait Uma caracteristica hereditaria de natureza estrutural,

reguladora fisioldgica ou comportamental

que confere resisténcia ou tolerancia ao hospedeiro
contra um parasita.

Fonte: Adaptado de Mondet et al. (2020).

Com base nestes conceitos, a literatura tem documentado diversas populagdes de

abelhas que atingiram a resiliéncia por diferentes vias evolutivas. A Tabela 2 apresenta

os principais exemplos de populagdes de A. mellifera sobreviventes a varroa € os
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respetivos mecanismos de defesa significativos que desenvolveram ao longo da sua

adaptacao local.

Tabela 2: PopulacSes sobreviventes e respetivos mecanismos significativos evidenciados.

Local Mecanismo significativo

Brasil HYG, Grooming, tamanho reduzido da coldnia ¢ menor tempo de

(africanizada) desenvolvimento

Africa do Sul HYG, Grogming, tamanho reduzido da coldnia e menor tempo de
desenvolvimento

Primorsky, Russia HYG e Grooming

Gotland, Suécia Tamanho reduzido da colénia e MPG

Avignon, Franga MPG

Arnot Forest, EUA Tamanho reduzido da colonia

Fonte: Adaptado de Locke (2016).

Como se pode observar nas populacdes documentadas, a resiliéncia ndo decorre
de um mecanismo universal, mas sim da combinagdo de varias caracteristicas
reguladoras. Numa revisdo abrangente, Mondet et al. (2020) identificaram 15
mecanismos presentes em coldnias sobreviventes. As caracteristicas comportamentais
mais expressas sao a Nao-reproducdo do acaro (MNR), a Higiene Sensivel a Varroa
(VSH), o Grooming e o Recapping. Adicionalmente, o tamanho reduzido da coldnia,
caracteristico de populacdes selvagens, destacou-se como um limitante fisico a
reproducdo exponencial do acaro (Locke, 2016). A menor quantidade de abelhas e de cria
limita o ciclo reprodutivo da varroa e, consequentemente, reduz a infestacao da colonia.
Muitas destas populagdes selvagens de 4. mellifera que sobrevivem a varroa sao colonias
menores do que as domesticadas, uma vez que a pressao de selecao artificial para altos
rendimentos de mel, insistida na apicultura, foi removida (Locke, 2016).

O resultado cumulativo destes mecanismos traduz-se num parametro central que
¢ a redugdo do crescimento da populacdo de &caros (MPG). Nas populacdes
sobreviventes, 95% apresentam um MPG reduzido, confirmando que a resisténcia
(manter a infestagdo abaixo do nivel prejudicial) explica a sobrevivéncia destas abelhas
de forma mais robusta (Mondet et al., 2020). No entanto, quantificar mesmo algo
aparentemente simples como o MPG em coldnias de abelha melifera pode ser muito
desafiante, porque existem variagdes e limitacdes nas metodologias para estimar a
infestacdo da varroa (as quais serdo abordadas ao decorrer desta revisdo), bem como
flutuagdes da prop or¢do entre as populacdes de acaros e abelhas. Nenhuma estimativa
isolada consegue prever corretamente a populacdo de parasitas na sua totalidade, a menos
que sejam combinadas e/ou utilizadas em paralelo com modelos que permitam a

inferéncia de padrdes espaco-temporais dessas flutuacdes (Mondet et al., 2020).
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Apesar da ampla documentagao destas caracteristicas, a sobrevivéncia da colonia
raramente provém de um unico trago isolado, resultando, em vez disso, da combinagdo e
coocorréncia de multiplos mecanismos que conferem resiliéncia conjunta. Além disso, a
importancia e a expressao de adaptagdes especificas variam substancialmente consoante
as condi¢des ambientais e o contexto geografico. Por exemplo, a forte resisténcia
alcancada pelas abelhas africanizadas no Brasil baseia-se num conjunto de mecanismos
diferentes do observado nas abelhas sobreviventes da Suécia (Locke, 2016; Mondet et al.,
2020). A impossibilidade de definir uma via de adaptacdo padronizada reflete a
complexidade do equilibrio hospedeiro-parasita, tornando imperativo que os programas
de selegdo e melhoramento genético sejam desenvolvidos a nivel local, respeitando os
fenotipos e as pressdes ecoldgicas de cada regido (Panziera et al., 2017; Mondet et al.,

2020; Moro et al., 2021).

3.7. Protocolo de Selecio Darwiniana como ferramenta de adaptacio local

Os métodos de selecdo para a resisténcia a varroa dividem-se, essencialmente,
em selecdo fenotipica direcionada (com foco no apuramento de tragos especificos que
contrariam o desenvolvimento da varroa) e sele¢ao natural (com foco na sobrevivéncia
por meio da abstengdo de tratamentos). Para tornar a selecdo natural aplicavel e replicavel
em qualquer apiario local, Blacquiere et al. (2019) propuseram o modelo Darwinian
Black Bee Box (DBBB). O programa, daqui em diante referenciado como Selecdo
Darwiniana, deve funcionar por pelo menos 4 anos seguidos.

Esta metodologia adota uma abordagem de "caixa negra", isto ¢, em vez de
qualificar e procurar caracteristicas vantajosas pré-definidas, permite-se que a selegdao
natural atue sobre a vitalidade e a sobrevivéncia da colonia face a pressao do acaro. Tal
como na teoria darwiniana, as colonias sobreviventes tém os alelos associados ao fendtipo
mais bem-sucedido que se propagam a geracdo seguinte (Blacquicre et al., 2019). Este
método j& foi posto em pratica nos Paises Baixos por dez anos e resultou em colonias
resistentes a varroa (Panziera et al., 2017; Kruitwagen et al., 2017; Blacquicre et al.,
2019).

A execuc¢do do protocolo de Selecdo Darwiniana arranca na primavera com 25 a
30 coldnias locais geneticamente distintas. No primeiro ano, permite-se apenas um Unico
tratamento acaricida (&cido oxalico) nestas colonias, antes do desdobramento,

suspendendo-se o controlo de forma permanente a partir desse momento. O maneio
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acompanha estritamente o ciclo reprodutivo sazonal natural das abelhas. Na pratica, isto
implica no desenvolvimento de zangdos e na criagdo de enxames artificiais
(desdobramentos) na iminéncia da enxameag¢ao natural, evitando-se, assim, a perda do
efetivo populacional.

O critério de selegdo € rigoroso e restringe-se as colonias que demonstram elevado
vigor primaveril, envolvimento na reproducdo e capacidade de sobrevivéncia ao inverno.
As colonias serao suplementadas com alimento artificial, de modo a evitar que a escassez
introduza uma pressao de sele¢do adicional. Para garantir a estabilizagdo e a fixa¢ao dos
genes locais de resiliéncia, € imperativo que o acasalamento das novas rainhas ocorra
numa area remota isolada (raio minimo de 3 km) de apiarios com maneio convencional e
tratamentos quimicos. Por outras palavras, as novas rainhas devem acasalar

preferencialmente com machos provenientes do apiario de Selecdo Darwiniana.

3.8. Perspetivas e limitacoes da Selecio Darwiniana
A implementagdo do modelo de Selecdo Darwiniana representa uma mudanga de
paradigma na abordagem sanitaria da apicultura moderna. Contudo, tal como qualquer
modelo evolutivo aplicado a atividade econdmica, apresenta vantagens ecologicas
consideraveis e desafios estruturais praticos. A Tabela 3 sintetiza as principais perspetivas

e os desafios associados a este protocolo.

Tabela 3: Sintese das vantagens ecologicas e limitagdes praticas do protocolo de Sele¢do Darwiniana.
Parametro Ponto-chave Descricao
Me¢étodo econdémico que ndo exige fenotipagem laboratorial

Eficiéncia R e
o1 complexa, apresentando sinais visiveis de estabilizacdo a
e Acessibilidade L g
médio prazo (4 a 10 anos).
~ Aumenta a diversidade funcional ao conservar genotipos
Conservagao . N
Vantagens Genética adaptados localmente, contrariando a homogeneizagio
promovida por linhagens exoticas.
Impacto Promove a viabilidade de enxames selvagens (reintrodugdo
pack natural) e for¢a a naturaliza¢do da varroa no ecossistema
Ecologico . ~
através da coevolucao.
A elevada mortalidade nos anos iniciais pode causar um
Estrangulamento "o "o .
i efeito gargalo", exigindo a reposi¢ao controlada de novas
Genético . . . .
colonias locais para manter a diversidade.
~ A seleg@o em coldnia inteira difere da criagdo industrial,
S Adaptagdo da . ~ . e
Limitag¢oes exigindo que a produgédo de rainhas extras seja feita em

Criagdo de Rainhas Apideas acasaladas no mesmo local remoto da populagao.

Requer um rigoroso planeamento logistico para o
estabelecimento de estagdes de acasalamento isoladas, o que
pode ser um desafio em regides de alta densidade apicola.
Fonte: Elaborado com base em Blacquiére et al. (2019).

Isolamento
Reprodutivo
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3.9. Metodologias de avaliacao da infestacido e sobrevivéncia
Para avaliar a eficacia de protocolos de selecdo natural como a Selegdo
Darwiniana e compreender a evolugdo da dinamica hospedeiro-parasita, ¢ fundamental a
adog¢ao de metodologias padronizadas e rigorosas de fenotipagem no campo. A avaliagao
da resiliéncia das colonias assenta numa combinagdo de avaliagdes manuais da carga
parasitaria, estimativas de sobrevivéncia a longo prazo e, cada vez mais, em sistemas de

monitorizagao remota (Fries et al., 2006; Zacepins et al., 2016).

3.9.1. Métodos de campo para estimativa da infestagdo e for¢a da colonia

A quantificacdo periddica da infestagao permite inferir a capacidade adaptativa do
hospedeiro. Existem varios métodos para inferir o nimero de acaros que infestam
colonias de abelha melifera, tais como: contar os acaros caidos na base da colmeia,
estimar os acaros foréticos utilizando amostras de abelhas adultas ou contar os dcaros na
criacdo (De Miranda et al., 2013). Muitas vezes, apenas uma destas estimativas ¢ utilizada
para inferir a populagdo total de acaros que infestam uma colonia, uma vez que combina-
las ¢ demasiado demorado (Mondet et al., 2020).

A monitorizacao da infesta¢ao pode ser medida pela queda natural de acaros. Este
método baseia-se no numero de acaros caidos no fundo da colmeia, sejam mortos
naturalmente ou pelo comportamento de Grooming das abelhas. A queda natural de
acaros ¢, em grande parte, determinada pela quantidade de criacao infestada emergente,
ndo indicando a infestacdo total da coldnia, mas €, em geral, considerada um bom
indicador de infestagdao da colonia em casos de monitorizagao (Branco et al., 2006).

O método de queda natural ¢ tido como ndo invasivo e rapido, sem a necessidade
de abertura da colmeia, que fornece uma quantificacao relativa que pode ser utilizada para
a comparagao entre colonias dentro da mesma experiéncia, tornando-o vantajoso para a
monitorizagdo da infestacdo ao longo do tempo (Branco et al., 2006; Dietemann et al.,
2013). Por outro lado, requer a utilizacdo de material especifico e a interpretagdo
cautelosa dos resultados obtidos, uma vez que diversos fatores estdo envolvidos na taxa
de mortalidade dos 4caros, como o estado da colonia, o clima (possiveis varia¢des
regionais) e a quantidade de cria¢do na colmeia (Dietemann et al., 2013).

Outro método utilizado para estimar a infestagao ¢ o método do detergente, que
determina a taxa de infestacao forética baseada no numero de acaros a cada 100 abelhas.

Recorre-se a recolha de uma amostra de abelhas adultas que ¢ mergulhada numa solugao
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de agua e sabdo. A presenca do detergente atua como agente tensioativo, provocando o
desprendimento imediato dos acaros. O método destaca-se pela sua elevada sensibilidade
e baixo custo. Em contraponto, ¢ considerado um método destrutivo, pois sacrifica a
amostra, o que pode penalizar o desenvolvimento de coldénias menores e exige logistica
adequada para execucdo em apidrios remotos (Dietemann et al., 2013). Existe ainda o
teste do agticar, metodologicamente semelhante ao teste do detergente, mas que utiliza
agucar em poé (agucar de confeiteiro) e permite a devolucdo das abelhas vivas a colonia
apos a realizagao do ensaio.

A estimativa da forca da coldnia, de forma subjetiva, estipula o tamanho da
populacdo da coldnia sendo 1til na avaliagdo do seu desenvolvimento e um indicativo do
seu estado de saude. Consiste na avaliagdo visual do nimero de quadros cobertos por
abelhas adultas, sendo este um indicador fundamental da capacidade da colonia para
tolerar a infestagao e sobreviver ao inverno. Diferengas visiveis no tamanho populacional
entre colonias com alta ou baixa carga parasitaria acentuam-se no outono, servindo como
marcadores de risco precoces (van Dooremalen & van Langevelde, 2021). Por ser um
método rapido e nao destrutivo, ¢ o ideal para protocolos de intervengdo minima,

preservando a coesdo social das colonias experimentais (Delaplane et al., 2013).

3.9.2. Avaliag¢do da sobrevivéncia e a dinamica longitudinal da infesta¢do

No contexto de colonias submetidas a Sele¢do Darwiniana, a vitalidade nao ¢
medida por limiares de interven¢do quimica, mas sim pela capacidade intrinseca de
subsistir ao longo do tempo. Ao contrario da longevidade individual da operaria, a
sobrevivéncia da colonia avalia-se longitudinalmente, registando-se o periodo exato (em
meses ou anos) desde o inicio da absten¢do de tratamento até ao colapso definitivo do
enxame (Fries et al., 2006). A determinagao temporal deste colapso baseia-se em critérios
como a perda total da rainha, a exaustdo da populagdo adulta ou a auséncia irreversivel
de criagao.

A literatura demonstra que a duracao desta sobrevivéncia longitudinal ¢
intimamente ditada pela capacidade da coldnia em gerir a sua carga parasitaria inicial
(van Dooremalen et al., 2012). O ciclo bioldgico anual em climas temperados exige que
a dindmica populacional do acaro seja monitorizada rigorosamente a partir da primavera.
Colodnias que emergem do inverno com infestacdes sub-letais (frequentemente <1 acaro

por 100 abelhas) evidenciam uma maior eficacia nos seus mecanismos reguladores, o que

29



lhes permite travar o crescimento exponencial da varroa durante o pico reprodutivo de
verdo (Giacobino et al., 2016).

Em contraste, a falha dos mecanismos de resisténcia natural na primavera impede
o controlo da infestacdo e permite que a varroa atinja picos populacionais criticos no
outono. Periodo o qual coincide com a produgdo das abelhas de inverno, cuja longevidade
prolongada ¢ essencial para a sobrevivéncia da coldnia (van Dooremalen et al., 2012). O
parasitismo intenso nesta fase degrada as reservas corporais de vitelogenina e proteinas,
além de potenciar a transmissao de viroses letais. Consequentemente, a esperanca de vida
destas abelhas é drasticamente reduzida, culminando no colapso da colonia durante o
inverno (van Dooremalen et al., 2012).

Assim, a quantificacao perioddica da infestacdo e a datacdo do eventual colapso
constituem os parametros fenotipicos diretos para medir a adaptacdo. Para realizar este
rastreio continuo sem perturbar a dindmica natural que se pretende avaliar, a integracao

de métodos ndo invasivos assume um papel crucial.

3.9.3. Monitorizacdo remota e ndo invasiva

No maneio apicola, costuma-se realizar inspegdes visuais que exigem a abertura
da colmeia que pode causar um stress significativo a coldnia, desregular a temperatura
interna, quebrar o involucro profilatico de propolis e interromper o forrageamento. Para
contornar estas limitagdes, a apicultura de precisdo integra sensores e tecnologias da
Internet das Coisas (lo7) no maneio apicola. Esta abordagem permite a monitorizacao
continua e ndo invasiva das colmeias, baseada fundamentalmente na avaliacao de dois
parametros fisicos essenciais: a temperatura e o peso (Catania & Vallone, 2020; Meikle
& Holst, 2015).

O primeiro destes parametros, a temperatura interna, ¢ um reflexo direto da
homeostase da coldnia. Para garantir o desenvolvimento saudéavel da criacdo, as obreiras
mantém a zona da criagdo rigorosamente entre 34,5 °C e 35,5 °C. A estabilidade térmica
neste intervalo indica uma populagdo sauddvel e com vigor suficiente para gerar calor.
Em contraste, quando a colonia enfrenta altos niveis de infestagdo por varroa, as
exigéncias metabdlicas severas desregulam a capacidade termorreguladora (Schéfer et
al., 2011). Consequentemente, flutuacdes anormais atuam como indicadores precoces de
stress patoldgico, declinio populacional, perda de rainha ou risco de mortalidade invernal

(Cota et al., 2023; Zacepins et al., 2016).
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Em complementaridade a dindmica térmica, a variagdo continua de peso fornece
0 panorama comportamental e populacional da colénia. A utilizagdo de balancas digitais
gera uma curva que reflete a interagdo das abelhas com o ambiente externo ao longo das
estacdes do ano (Catania & Vallone, 2020; Meikle et al., 2016). Nesta curva, os ganhos
indicam fluxos de néctar e refletem o vigor da forga forrageira, enquanto as perdas
graduais traduzem o consumo natural de reservas. Por sua vez, uma perda cronica e
acelerada no outono funciona como um preditor telemétrico de mortalidade no inverno.
Ja as quedas bruscas de peso sdo o indicador digital priméario de eventos agudos, como a
enxameagao, a pilhagem ou o colapso abrupto da colmeia (Catania & Vallone, 2020; Cota
et al., 2023; Meikle et al., 2016).

A correlacdo continua entre o comportamento térmico € o peso torna a
monitorizagdo remota uma ferramenta indispensavel em protocolos de minima
interferéncia humana, como a Sele¢do Darwiniana. Como o principio evolutivo exige que
0s processos bioldgicos naturais ndo sejam perturbados pela agao do apicultor (Blacquiere
et al., 2019), o uso de plataformas digitais de monitorizacdo viabiliza a recolha
ininterrupta de dados. Quando cruzadas com as avaliagdes fenotipicas da infestagao por
varroa, estas medidas ndo-invasivas fornecem um panorama em tempo real do estado da
colmeia, o que permite avaliar a saiude, o vigor e a adaptacdo das colonias sujeitas a

pressao de selegdo natural.

4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho faz parte do programa de Selecdo Darwiniana conduzido no
apiario localizado na aldeia de Pinelo, da vila de Vimioso, em Braganga, Portugal
(41,64836° N, 6,54472° O). O local encontra-se a um raio de 3 km de qualquer outro
apiario registado, garantindo o isolamento reprodutivo necessario € a minimizagao de
riscos sanitarios por transmissao horizontal de apidrios vizinhos. As experiéncias a campo
foram realizadas neste apidrio, enquanto as contagens (varroa e ferroes) e as técnicas
biomoleculares foram realizadas no Laboratorio de Biologia Molecular do Centro de
Investigacdo de Montanha (CIMO), no Instituto Politécnico de Braganca (IPB).

Este trabalho consiste na avaliagdo do desenvolvimento de coldnias de Apis
mellifera iberiensis sujeitas a Selecado Darwiniana. Embora as avaliacdes fenotipicas de
campo se centrem no segundo ano de sele¢do (2025), a andlise integra os dados da

monitorizagdo remota (peso e temperatura) recolhidos de forma continua desde o

31



primeiro ano (2024), permitindo uma avaliagdo longitudinal do desenvolvimento e da
sobrevivéncia das coldnias. Sendo assim, aqui serdo descritos a cronologia das atividades
durante o ano, a caracterizacao destas colonias no inicio da sele¢do, o protocolo e o
maneio apicola a que estas coldnias foram submetidas, as metodologias das experiéncias
€ a monitorizagdo remota das colmeais.

As variaveis avaliadas foram: avaliagdo da taxa de infestacdo pelo método do
detergente, monitorizacao da infestagdao por varroa pelo método de queda natural, teste
de agressividade pelo método de contagem de ferrdes e forca da coldnia pelo método
subjetivo. Algumas colmeias foram monitorizadas em balangas automaticas e sensores
de temperatura integrados ao sistema BEEP (https://app.beep.nl). Além disso, técnicas de
biologia molecular (PCR + sequenciacdo de Sanger) foram empregues para determinar a

linhagem evolutiva das rainhas através do DNA mitocondrial (mtDNA).

4.1. Cronologia das atividades realizadas

Para dar resposta a cronologia de realizagdo das atividades supramencionadas, a
estruturacdo temporal e a sobreposicao das diferentes fases do estudo encontram-se
sumarizadas através do Diagrama de Gantt na Figura 2.

As atividades representadas no diagrama foram organizadas em categorias
operacionais, cujos protocolos especificos sdo detalhados nos subcapitulos subsequentes:
0 maneio apicola (ver sec¢do 4.3), a monitorizagdao da infestacdo de varroa (ver secgao
4.4), o teste de agressividade (ver seccdo 4.5), a amostragem e as técnicas de biologia

molecular (ver sec¢do 4.6) e a monitoriza¢dao remota pelo sistema BEEP (ver sec¢do 4.7).
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Determinacdo da linhagem
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Figura 2: Diagrama de Gantt ilustrativo do delineamento experimental e do cronograma de atividades
executadas ao longo do ensaio (2025-2026). As atividades encontram-se agrupadas por categoria tematica
e ordenadas cronologicamente.
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4.2. Caracterizacio da populacio

Para melhor compreender a populagdo avaliada neste estudo, faz-se necessaria a
elucidacao da historia do apiario desde o inicio do programa de sele¢do. Este apiario foi
montado exclusivamente para a condugdo do programa de melhoramento genético
baseado no protocolo de Selecdo Darwiniana (descrito por Blaquiére et al., 2019), como
parte do projeto europeu Better-B.

O programa foi estabelecido na primavera de 2024, com 23 coldnias de Apis
mellifera iberiensis geneticamente nao relacionadas. Conforme estabelecido para o
primeiro ano (Blacquiére et al., 2019), estas colonias receberam um unico tratamento
antes do desdobramento, com o intuito de padronizar a carga parasitéria inicial. Estas 23
colonias (23 rainhas fundadoras) foram desdobradas em quatro novas, totalizando 92
colonias para o inicio da selegao.

As rainhas que integraram as 23 colonias iniciais foram consideradas a geracao
fundadora (F0), definindo as respetivas familias. Desta forma, as coldnias filhas de cada
fundadora sdo tratadas como irmas, preservando-se esta estrutura familiar ao longo das
geracdes seguintes. As colmeias utilizadas foram do modelo Langstroth, a populacio
recebeu um sistema de identificacdo de numeracdo continua, contando a partir de um.
Neste periodo, nove colmeias foram equipadas com um sistema de monitorizacao remoto
(BEEP) composto por balanca e sensor de temperatura. Para garantir que a pressao de
selecdo atuaria fundamentalmente sobre a capacidade de resisténcia ao dcaro, as colonias
foram alimentadas continuamente com pasta de ac¢Ucar (apipasta vitaminica, Zukan).

Destas 92 coldnias, apenas 21 sobreviveram ao primeiro inverno (2024/2025). O
presente trabalho foca-se na avaliagdo e no acompanhamento longitudinal dos

desdobramentos provenientes destas 21 coldnias sobreviventes.

4.3. Protocolo de Selecao Darwiniana para o segundo ano
A aplicagdo do protocolo de Selecdo Darwiniana durante o ano de 2025
acompanhou o ciclo biolégico natural das abelhas, focando-se na reprodugao orientada e
na minima interferéncia humana. O maneio foi adaptado das diretrizes de Blacquicre et
al. (2019), ajustando o limite méximo de desdobramentos de quatro para trés nicleos por
colonia-mae, de forma a garantir a viabilidade e o vigor das novas colonias. A cronologia
e os procedimentos técnicos executados ao longo da é€poca apicola encontram-se

sintetizados na Tabela 4.
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Tabela 4: Cronologia e sintese dos procedimentos de maneio estabelecidos pelo protocolo de Selecao
Darwiniana aplicados durante o ano de 2025.
Protocolo realizado no segundo ano de Selecio Darwiniana (2025)

Periodo Fase do Maneio Procedimentos Principais
Avaliagao pds-inverno das coldnias sobreviventes.
Margo - Inser¢do de um quadro indicador na 2% posic¢éo para incentivar a
abril Preparagdo e construgdo de favos e criagdo de zangaos.
(Inicio da criagdo de zangdos  Alimentacdo de estimulo (2 L de xarope/visita).
primavera) Amostragem de obreiras para analise genética (conservadas a -
20 °C e em etanol 99 %).

Captura e remogao das rainhas (F1).
Divisdo em nucleos (max. 3/colonia), distribuindo
equivalentemente: 1 quadro com postura, 2 de criagdo

. D t . .
Final de esdobramento operculada, 2 de alimento e obreiras.
. Delaplane et al. . - ) . , .
Abril (2013) Identificacdo e fecho imediato dos ntcleos com régua de
transumancia.
Transporte para local a 5 km (desorientacdo) e regresso ao
apiario no dia seguinte”.
Verificacao de alvéolos reais e rainhas virgens
(13 dias ap6s o desdobramento).
. Gestao de rainhas e Capturas de rainhas suplentes (uma por familia) para nucleos
Maio ~ . .
fecundagao Apidea contendo abelhas orfanizadas.
Verificacao do acasalamento (presenga de ovos/larvas) no final
do més.
Confirmacao do sucesso da fecundagio
(27 dias ap6s o desdobramento).
Junho ~ . L.
. . Introducdo das rainhas suplentes nas colonias que falharam o
(Inicio do Estabelecimento
verdo) acasalamento.
Fixacdo da populagdo em 53 novas colonias (15 familias
originais).
Avaliacdes fenotipicas regulares (forca da colénia™, infestacio
por varroa e agressividade).
Julho - Manutengdo de Alimentacdo de suporte (pasta de agucar) fornecida consoante a
outubro verdo e avaliagdo  necessidade.
Adicdo de meias-algas nas colonias mais vigorosas.
Cresta (setembro).
Preparagdo do ninho: quadros de criagao ao centro, ladeados por
Novembro - ~ alimento e isolados por um plastico (“poncho”) com acesso
. Preparagéo para o N ~
fevereiro/20 . central a alimentag@o.
inverno . . o oA
26 Visitas mensais de monitorizagao da sobrevivéncia (apenas a

temperaturas > 12 °C) e alimentag@o com pasta.
*: Os desdobramentos foram temporariamente deslocados para evitar o regresso das obreiras & colénia-mde,
sendo posteriormente reinstalados no apiario para acasalamento. As colmeias com bases BEEP
permaneceram no local. **: Avaliagdo da forga da colénia desde a verificagdo das rainhas até ao fim do
inverno. Elaborado com base em Blacquiére et al. (2019).

No dia anterior a captura de rainhas suplentes realizou-se a preparagao de Apideas
(nucleo de fecundacao) (Figura 3). Estas sdo caixas feitas de poliestireno expandido
rigido, cada uma equipada com trés quadros de plastico, porta deslizante e grelha de
ventilagdo na ranhura de entrada, alimentador removivel e sua tampa possui abertura
interna para inser¢ao de uma gaiola de rainha. Em cada Apidea, colocou-se uma chavena

(300 mL) de abelhas operarias. As obreiras foram coletadas de pelo menos trés coldnias
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dadoras de outro apidrio, colocadas em um balde e mantidas numa sala fechada, escura e
fresca até o dia seguinte (processo de orfanizagdo). Este procedimento visa a melhor

aceitacao das rainhas.

Figura 3: Modelo de Apidea com trés quadros e alimentador utilizado a campo. Fonte: La Tienda del
Apicultor (s.d.).

4.4. Avaliacao da infestacio por varroa
A monitoriza¢do longitudinal da infestacdo por varroa foi realizada de duas
formas: uma estimativa pontual da taxa de infestacdo forética e a quantifica¢do da queda

natural de acaros ao longo de seis meses.

4.4.1. Estimativa da taxa de infestagdo forética

Em maio de 2025, realizou-se a estimativa da taxa de infestacdo forética por
varroa pelo método de lavagem com agua e detergente, conforme descrito em Dietemann
et al. (2013). Das 53 colonias ativas, seis foram excluidas desta amostragem para evitar
comprometer o seu desenvolvimento devido a sua reduzida forca populacional,
totalizando 47 colonias avaliadas.

Para a amostragem, recolheram-se abelhas adultas diretamente do quadro
imediatamente a seguir ao ultimo quadro de cria¢do (garantindo a auséncia da rainha),
armazenando-as em recipientes ventilados. No laboratério, as amostras foram
conservadas a -20 °C. As obreiras de cada amostra foram contadas e separadas dos
zangaos. De seguida, as obreiras foram imersas num frasco com agua e detergente neutro
e agitadas manualmente durante um minuto. O contetdo foi vertido sobre um sistema de
dupla peneira: uma malha superior (3-4 mm) para a retencdo das abelhas e uma malha
inferior (<0,5 mm) para a retencdo dos &caros. Os dcaros presentes na malha inferior

foram isolados e contabilizados de forma direta (Figura 4). A taxa de infestacao forética
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foi calculada dividindo o nimero total de acaros pelo nimero de obreiras da amostra,

multiplicando-se o quociente por 100 para expressar o resultado em acaros/100 abelhas.

Figura 4: Procedimentos de amostragem e quantificacdo da infestacdo forética por varroa através do
método de lavagem com agua e detergente. (A) Copos de amostragem (100 mL) com orificios de ventilagcdo
contendo as abelhas recolhidas no apiario. (B) Disposicdo da amostra sobre papel absorvente para
estabilizagdo térmica, triagem ¢ contagem das obreiras. (C) Frasco de vidro contendo as abelhas, agua ¢
detergente neutro apés 1 minuto de agitacdo manual. (D) Peneira superior (malha de 3-4 mm) retendo as
abelhas apds o processo de lavagem. (E) Peneira inferior (malha de <0,5 mm) retendo os acaros
desprendidos apds o enxaguamento abundante. (F) Detalhe ampliado das varroas isoladas para a contagem
final.

4.4.2. Monitorizagdo da queda natural de acaros
A dinamica populacional da varroa foi monitorizada mensalmente, entre maio e
outubro de 2025, através do registo da queda natural, conforme a metodologia descrita

por Dietemann et al. (2013) e esquematizada na Figura 6: Representagio esquematica do
delineamento experimental e do protocolo de monitorizagdo da infestagdo por Varroa destructor pelo

método de queda natural.. Esta avaliagdo foi realizada em 42 colénias, devido a
disponibilidade limitada de estrados sanitarios adequados no apiério.

O procedimento consistiu na colocagdo de placas cromatograficas adesivas da
Biobest na gaveta do estrado sanitario de cada colmeia (Figura 5). As placas
permaneceram in situ por um periodo de 72 horas (trés dias), com aproximadamente 30
dias de intervalo, a depender das condi¢des meteoroldgicas favoraveis para deslocamento

até o apiario.
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Figura 5: Preparacdo ¢ instalagdo do material para monitorizagdo da queda natural de Varroa destructor.
(A) Par de placas cromatograficas adesivas dispostas sobre a chapa metalica do estrado sanitario, cobrindo
a totalidade do fundo. (B) Inser¢@o da chapa na base da colmeia.

Esquema metodologico: queda natural

(;43 col()nias) (;15 familias ) @° ano de S@

2025

January February March

June

July August September

October November December

placas
cromatograficas ,

acaros / dia

Figura 6: Representagdo esquematica do delineamento experimental e do protocolo de monitorizagdo da
infestagdo por Varroa destructor pelo método de queda natural.

Apo6s a remocao das placas, procedeu-se a contagem manual (em laboratorio) dos
acaros retidos na superficie adesiva, com atencao as abelhas coladas a placa, que
poderiam ser alvo de dcaros ainda vivos. Para efeitos de analise de dados, o numero
absoluto de 4caros contabilizados em cada placa foi dividido por trés, obtendo-se o valor
normalizado da taxa didria de queda de varroa (4caros/dia) para cada coldnia avaliada.

Em rigor com as recomendagdes de Dietemann et al. (2013), optou-se por ndo extrapolar
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estes valores para a carga parasitaria total da colonia, uma vez que os fatores de conversao
estabelecidos na literatura estdo validados exclusivamente para o clima da Europa

Central.

4.5. Teste de agressividade

O comportamento defensivo das coldnias foi quantificado através de um indice de
agressividade, baseado no nimero de ferrdes depositados numa bandeira de tecido
agitada sobre o ninho. Este ensaio deriva de metodologias cléssicas amplamente
validadas para avaliar o comportamento defensivo da 4. mellifera (Guzméan-Novoa et al.,
1999; Guzman-Novoa et al., 2003; Breed et al., 2004).

O dispositivo experimental consistiu em bandeiras de camurca preta (10x10 cm)
acopladas a hastes de madeira. A selecao deste material e cor fundamenta-se no facto de
os instintos defensivos e o reflexo de ferroada das abelhas serem fortemente estimulados
por cores escuras, odores/texturas de origem animal e movimentos rapidos (Guzman-
Novoa et al., 1999; Breed et al., 2004).

A nivel pratico, as colmeias foram abertas sem qualquer aplicagdo prévia de fumo.
A bandeira foi agitada ritmicamente sobre o topo dos quadros durante cinco segundos
(perfazendo cinco movimentos ondulatdrios). Para evitar o enviesamento dos resultados
motivado pela rapida propagacdo de feromonas de alarme (Breed et al., 2004), a
sequéncia dos testes foi planeada para garantir uma distancia espacial consideravel entre
as colonias avaliadas de forma consecutiva. Imediatamente apds a exposicao, a bandeira
foi selada num saco de pléstico para conter os odores de defesa. O indice de agressividade
foi determinado a posteriori, em laboratorio, mediante a contagem direta do nimero de

ferroes retidos no tecido (Guzman-Novoa et al., 2003) (Figura 7).
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Figura 7: Procedimentos para a avaliagdo do indice de agressividade das coldnias através do teste da
bandeira. (A) Bandeira de teste confecionada com um retalho de tecido de camurga preto (10x10 cm) fixado
a uma haste de madeira. (B) Execu¢@o do ensaio de campo, consistindo na agitag@o ritmica da bandeira
sobre o topo dos quadros do ninho durante cinco segundos. (C) Acondicionamento imediato da bandeira
utilizada num saco de plastico selado para conter as abelhas e os odores de defesa. (D) Detalhe do tecido
de camurg¢a evidenciando os ferrdes retidos, cuja contagem direta, realizada posteriormente em local
afastado das coldnias, determina o indice de agressividade.

As avaliagdes foram conduzidas no periodo da manha, nos meses de julho, agosto e
setembro de 2025, garantindo um intervalo temporal de aproximadamente 30 dias entre
cada medigdo. Do efetivo total, 49 colonias completaram integralmente as trés repeticoes
do ensaio. As quebras na dimensdo da amostra resultaram da mortalidade natural das

colonias.

4.6. Determinacio da linhagem evolutiva
Com o intuito de determinar a linhagem evolutiva materna das coldnias em estudo,
procedeu-se a andlise do ADN mitocondrial (mtDNA). Por ser herdado de forma
estritamente matrilinear e ser isento de recombinagdo, o genoma mitocondrial destaca-se
como o marcador molecular padrao para a inferéncia filogenética e para o estudo da
dindmica e estrutura das populagdes de A. mellifera (Garnery et al., 1993; Guedes, 2010).
A identificagdo da linhagem evolutiva materna das coldnias foi realizada através
da anélise da regidio intergénica tRNA'®"-cox2 do mtDNA. A extragdo de ADN foi
realizada a partir do térax de uma obreira representante de cada familia. O processo de

extragdo e purificacdo decorreu de forma automatizada através do sistema Maxwell RSC,
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utilizando o kit comercial de base magnética Maxwell RSC PureFood GMO and
Authentication Kit (Promega), seguindo as especificagdes do fabricante.

Para confirmar o sucesso da extragao e avaliar a integridade do DNA obtido, as
amostras (preparadas num volume de 2 uLL de ADN homogeneizado com 2 uL de Loading
Buffer) foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1%, com Brometo de Etidio
como corante (5 pL / 80 mL de gel). A corrida eletroforética decorreu em tampao TAE
1x a uma voltagem constante de 90 V durante 30 minutos. Apos a corrida no gel, o ADN
foi visualizado sob luz ultravioleta (UV) num transiluminador. Este procedimento
permitiu validar a presenca de bandas de ADN de alto peso molecular e atestar a
viabilidade das amostras antes da amplificacao.

A amplificacio da regido tRNA®'-cox2 foi conduzida por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) utilizando 0s primers especificos E2 (5°-
GGCAGAATAAGTGCATTG-3’)e H2 (5’-CAATATCATTGATGACC-3’) (Garnery et
al., 1993). A PCR foi preparada para um volume final de 15 pL de Master Mix, contendo:
9 uL de agua ultrapura (H20), 1,5 pL de Buffer de reacao, 1,5 uL. de dNTPs, 1,5 uL de
primer E2, 1,5 uL de primer H2 € 0,15 pL de enzima SuperTag DNA polimerase. A este
volume foi adicionado 1 uL ADN. Os reagentes base, dNTPs e primers, foram usados
em concentracdes de trabalho de 2 mM e 2 uM, respetivamente.

O ciclo térmico de amplificagdo foi realizado num termociclador e consistiu numa
etapa de desnaturacdo inicial a 94 °C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos compostos
por trés etapas: desnaturagao a 94 °C por 30 segundos, emparelhamento (annealing) a 50
°C por 45 segundos e extensdo a 72 °C por 2 minutos. O processo finalizou com uma
etapa de extensdo final a 72 °C durante 10 minutos, sendo as amostras conservadas a 4
°C.

Os produtos amplificados por PCR foram submetidos a sequenciacao pelo método
de Sanger (Chéavez-Galarza et al., 2017). Apds a obtengdo dos dados, a visualizagdo, a
inspec¢do qualitativa e a edigdo dos cromatogramas foram realizadas recorrendo ao
software FinchTV (Geospiza, 2004), de modo a eliminar as extremidades e corrigir erros
de leitura. Em seguida, as sequéncias editadas foram submetidas ao algoritmo BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990) para uma pré-classificagao
do haplétipo por comparagdo as sequéncias depositadas no NCBI (National Center for

Biotechnology Information).
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Apos esta validag@o inicial, o alinhamento das sequéncias nucleotidicas foi
efetuado no software MEGA12 (Kumar et al., 2024). O alinhamento permitiu a detecao
de insercdes, delecdes e substituicdes nucleotidicas (SNPs), confirmando a estrutura exata
dos elementos P e Q (Chavez-Galarza et al., 2017) e os haplétipos previamente indicados

pelo BLAST.

4.7. Monitorizacio do desenvolvimento das colonias em tempo real

A monitoriza¢ao continua e nao-intrusiva das colonias foi assegurada pelo sistema
BEEP (app.beep.nl), uma tecnologia de apicultura de precisao. Esta ferramenta permitiu
a avaliacdo em tempo real do peso e da temperatura interna da colmeia sem a necessidade
de intervencdo fisica, preservando a termorregulacdo e o comportamento natural da
coldnia. O sistema € constituido por dois componentes: o hardware de sensorizagdo (Base
BEEP) instalado na base da colmeia para a monitorizagcdo de parametros fisicos € uma
plataforma digital baseada na nuvem (BEEP app v3) para armazenamento e gestdo
telemétrica dos dados (detalhes técnicos descritos nos Anexos 8.1 e 8.2).

Cada Base BEEP esta equipada com balan¢a, um microfone e um sensor de
temperatura. As colmeias foram posicionadas sobre a base (Figura 9: Base BEEP utilizada.
Fonte: BEEP Foundation (2026).) com o auxilio de um suporte de madeira (Figura 8), e a sonda
de temperatura foi inserida no interior do ninho, o mais proximo possivel da area de
criagdo. O sistema de transmissdao de dados para a nuvem utiliza tecnologia LoRa (Long
Range), sendo alimentado autonomamente por um painel solar e uma bateria interna. O
dispositivo foi configurado para realizar aquisi¢des com a duragdo de dois segundos em
intervalos regulares de 15 minutos, assegurando a transmissdo continua da informacao
recolhida. A plataforma BEEP app v3 atuou simultaneamente como recetor dos dados e
como didrio de campo digital para o registo parametrizado de todas as inspecdes

realizadas ao longo do ensaio.
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Suporte de madeira
Base BEEP

Vista posterior da colmeia

i

Figura 8: Vistas em perspetiva e posterior de uma colmeia experimental, evidenciando o posicionamento
da Base BEEP.

Figura 9: Base BEEP utilizada. Fonte: BEEP Foundation (2026).

O desenho experimental incluiu a monitorizagdo de nove colénias em simultaneo
desde maio de 2024. A selecdo das colonias obedeceu a dois critérios: (1)
representatividade genética, garantindo que as nove colonias pertenciam a familias
distintas. No caso de colapso (morte) de uma colonia monitorizada, a Base BEEP era
transferida para uma nova colonia, se possivel pertencendo a mesma familia (uma irma).
Cada transferéncia foi documentada na plataforma digital e em ficheiro Excel especifico.
Em meados do inverno de 2025, o efetivo de monitorizagao foi reforcado com a instalacao
de trés novas bases no apiario. Para a andlise do presente trabalho, foram extraidos e
processados os dados telemétricos compreendidos entre 22 de maio de 2024 (confirmagao

do acasalamento) e 7 de janeiro de 2026.

4.8. Analise estatistica
A estruturacdo, o pré-processamento € a analise inferencial dos dados foram
conduzidos na linguagem R (R Core Team, 2025), utilizando o ambiente RStudio (Posit
team, 2025). O nivel de significancia adotado para todas as analises foi de o = 0,05. Para

a analise exploratoria primaria, as varidveis foram sumariadas através de métricas
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descritivas (média, medianas, desvio padrdo) e representacdes visuais (boxplots e
histogramas via ggplot2). Associacdes entre as variaveis queda natural de varroa e
infestacdo inicial bem como indice de agressividade e tamanho da colonia foram aferidas
através da correlagcdo de Spearman.

De seguida, a evolugdo temporal da pressdo parasitaria foi analisada aplicando
Modelos Lineares Mistos (LMM, pacote Ime4) (Bates et al., 2015). Foram ajustados trés
modelos distintos com o objetivo de avaliar se a taxa de infestagdo inicial, a forca da
colonia e o indice de agressividade influenciam a queda natural de varroa ao longo do
tempo. Desta forma, a queda natural varroa (mite fall) foi considerada a variavel de
resposta ¢ modelada em fun¢do da interagdo do més e da taxa de infesta¢do inicial
dicotomizada (<3% vs. >3%) (efeito fixo), incluindo ainda a colonia como efeito aleatorio
(Modelo 1: mite fall ~ taxa_infestacdo * més + (1| colonia)). A mesma estrutura do
modelo 1 foi usada nos restantes modelos substituindo a varidvel explicativa
respectivamente pela forca da colonia (Modelo 2: mite fall ~ forga colonia * més + (1|
coldnia)) e indice de agressividade (Modelo 3: mite fall ~ agressividade * més + (1|
colonia)).

A analise de sobrevivéncia visou identificar indicadores de risco de mortalidade,
integrando varidveis de estudo: queda natural de 4caros, infestagdo inicial, forca da
colonia e indice de agressividade. A caracterizagdo geral da populagdo sobre selegdo foi
realizada através do método de Kaplan-Meier (Kassambara, 2017). O efeito da taxa de
infestacdo inicial (> 3% ou < 3%) e da proveniéncia das colonias (15 rainhas fundadoras
que deram origem aos desdobramentos de 2025) na sobrevivéncia foi avaliado através
teste Log-Rank (survdiff, pacote survival).

Para quantificar o risco relativo de mortalidade, ajustaram-se Modelos de Riscos
Proporcionais de Cox com efeitos mistos (MECM) e cléassicos (PHM) (coxme, coxph e
pacote survival) (Therneau, 2024), acomodando a flutuagao temporal da forga da coldnia,
da queda natural de varroa e do indice de agressividade como covariaveis dependentes do
tempo. No primeiro modelo, a sobrevivéncia foi modelada em fun¢do da queda natural
de varroa e da forga da colonia como efeitos fixos, incluindo a origem inicial da rainha e
a colonia como efeitos aleatérios (Modelo 4: Surv (start, stop, event) ~ mite fall + forca
da colonia (1| colénia) + (1| rainha ID)). Para compreender melhor o risco relativo de

mortalidade para cada varidavel de estudo, empregaram-se PHM univariados e
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multivariados para cada més independentemente. A estrutura dos modelos univariados
foi mantida, substituindo-se sucessivamente a variavel explicativa queda natural de
acaros (mite_fall) pela forca da coldnia e pelo indice de agressividade, de acordo com os
respetivos meses de amostragem (Modelo 5: Surv (days_survival, censura) ~ mite fall).
O modelo multivariado seguiu a mesma estrutura incluindo for¢a da colénia e queda
natural de d4caros como variaveis explicativas (efeitos fixos) (Modelo 6: Surv
(days survival, censura) ~ mite fall + for¢a colonia). O indice de agressividade ndo foi
incluido uma vez que os dados correspondem apenas a 3 dos 6 meses em analise.

Dada a multiplicidade de modelos testados, os valores de p (p-values) foram
ajustados através do método de Benjamini-Hochberg (Benjamini & Hochberg, 1995). A
validade dos pressupostos da proporcionalidade de risco foi sistematicamente confirmada
pelo teste de residuos de Schoenfeld (cox.zph).

Por fim, os dados longitudinais continuos da telemetria (sistema BEEP) foram
explorados de forma estritamente descritiva e grafica. Para mitigar o ruido das medicdes
(intervalos de 15 minutos) e captar tendéncias bioldgicas, os registos foram processados
em métricas diarias, nomeadamente, a média diaria para o peso da colmeia e amplitude
térmica diaria registada pelo sensor de temperatura. Aplicou-se ainda uma normalizagdo
aos dados de peso, subtraindo variagdes estruturais de maneio (adicdo ou remocdo de
meias-al¢as), garantindo que as curvas refletissem unicamente a flutuagdo de peso da
colonia, as trajetdrias temporais de desenvolvimento populacional, o declinio pré-
invernal e a capacidade de termorregulagdo. Esta abordagem facilitou a diferenciacdo de
padrdes termodindmicos e populacionais face a longevidade final das colonias e a

comparacao global entre as geracdes do programa de selecao (2024 vs. 2025).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Origem materna evolutiva: caracterizacio genética do apiario

A andlise do ADN mitocondrial (mtDNA) das familias do apiario experimental
(N = 23) (Figura 10) revelou o predominio da linhagem africana (Linhagem A),
caracteristica de 4. m. iberiensis em Portugal (Pinto et al., 2013; Chavez-Galarza et al.,
2015), presente em 85% das familias. Esta linhagem apresentou elevada diversidade
haplotipica, com maior frequéncia do haplétipo A16' (25%; N =5) e Al (20%; N = 4),
seguido de A62', A11 e A20 (10%; N =2 cada) e ocorréncias unicas de A42' e A36 (5%,;

N = 1). As linhagens europeias registaram frequéncias reduzidas (N = 1 para cada
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haplétipo), com a Linhagem M a representar 10% (haplotipos M41 e M69) e Linhagem

C 5% (haplotipo C2), esta ultima associada a introdugdes de genética comercial de origem
plotip

desconhecida. Das 23 familias, trés ndo puderam ser caracterizadas devido a falha na

sequenciagao.

e
&

Figura 10: Frequéncia dos haplotipos nas rainhas originais.

5.2. Analise descritiva e associacdes iniciais

Haplétipos (Frequéncia)
B 216 25%)
B 21 o)
B a6 (10%)
B A1 (10%)
[0 A20 (10%)
A42' (5%)
A36 (5%)
B a1 (5%)
0 M69 (5%)
B c25%)

Para a descri¢do da evolucdo do apiario, foram utilizados dois denominadores

distintos: (1) o numero total de desdobramentos para medir a taxa de sucesso operacional

e de sobrevivéncia sazonal; e (2) o nimero fixo de 23 rainhas originais para monitorar a

taxa de retencdo da diversidade genética ao longo de todo o periodo de selecao.
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Tabela 5: Dados descritivos da sobrevivéncia das colénias até o segundo ano de Sele¢do Darwiniana
(2024/2025). Os valores absolutos (na parte superior) correspondem ao nimero de colonias vivas em
cada etapa. As percentagens (parte inferior), referem-se as taxas de sobrevivéncia por cada etapa.

Sobrevivéncia ao longo dos anos

: Variavel Ano
Epoca do ano o ..
(em n.° de colonias vivas) 2024 2025
) ) Rainhas originais 23 15
Inicio da primavera

Desdobramentos 92 53
Outono Inicio da estagdo 57 50
Inverno Inicio da estacdo 38 8
Inicio da primavera do ano Total de sobreviventes 21 3
seguinte Linhagens sobreviventes 21 3

Percentagens de sobrevivéncia ao longo dos anos (%)

: Variavel Ano
Epoca do ano
(em percentagem) 2024 2025

Inicio da primavera Rainhas originais 100 65
Outono Inicio da estagdo 62 o4
Inverno Inicio da estagdo 41 15
Inicio da primavera do ano ~ 1otal de sobreviventes 23 6
seguinte Linhagens sobreviventes 91 13

A dinamica da sobrevivéncia do apiario demonstrou um forte contraste entre os
anos, entre as coldnias e a origem materna (Tabela 5). Na época 2024/2025, partindo de
92 desdobramentos, registrou-se uma sobrevivéncia de 23% na primavera seguinte em
que 91% da origem materna inicial estava representada. Ainda em 2024, o colapso das
coldnias aconteceu de forma progressiva desde o inicio do outono até a primavera de
2025, observando-se aumentos de 38%, 59% e 77% no inicio do outono, no inicio do
inverno € no inicio da primavera do ano seguinte (2025), respetivamente.

Em 2025/2026, a taxa de sobrevivéncia foi apenas de 6% (3/53), correspondendo
estas coldnias a 13% da origem materna inicial (3/23) enquanto descendéncia de segunda
geragdo das rainhas fundadoras. Neste ano, o colapso das coldnias caracterizou-se por
uma mudanga abrupta no padrao de mortalidade, concentrada no periodo de inverno. No
inicio do outono, apenas 6% das coldnias tinham colapsado, porém esta mortalidade
disparou para 85% ainda no inicio do inverno e aumentou para 94% no inicio da
primavera de 2026. Esta varia¢do entre os dois primeiros anos de selecdo evidencia a
severidade da pressdo de selegdo exercida pela varroa nesta fase inicial. Este periodo ¢
amplamente documentado na literatura como o estagio mais critico para a sobrevivéncia

das colonias, caracterizando-se por um afunilamento populacional ap6s a suspensao dos
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tratamentos acaricidas (Fries et al., 2006; Seeley, 2007; Locke, 2016). A dindmica da
mortalidade observada valida este padrao esperado em programas de Sele¢do Darwiniana,
nos quais o pico de infestagdo acumulada no segundo ano dita a eliminacao das colonias
susceptiveis antes da estabilizacdo da populagado resistente.

A andlise do mtDNA mostrou que as trés coldnias sobreviventes ao inverno de
2025 pertenciam a linhagem africana (A), com haplotipos A16°, A20 e A62°, enquanto
todas as colonias de origem europeia (M e C) morreram. Apesar de sugerir maior
resiliéncia das abelhas de linhagem africana a varroa, esta conclusao deve ser interpretada
com cautela, devido ao reduzido tamanho amostral. Além disso, 85% das coldnias iniciais
eram de origem africana, aumentando a probabilidade de sobrevivéncia desse grupo.

Assim, ndo ¢ possivel confirmar uma vantagem adaptativa sem dados adicionais.

Tabela 6: Estatistica descritiva geral das variaveis avaliadas no campo para o ano 2025/2026. Nota: N =
numero total de observagdes considerando as repetigdes ao longo dos meses. DP = Desvio Padrao; Q1-Q3
= Intervalo interquartil (25% - 75%).

Estatistica Descritiva Geral das Variaveis Avaliadas a Campo

Varidvel N Meédia+ DP (gf‘iiaélg) i (C%V) Ai;‘]‘;:g ia
Tmabodscdi sy gz oS0 10 e o
Taxa de(j/zl)fesm‘?éo 47 2,17+3,71 (0’08’_63, 46) 200’?009 170,5 2,87
Q?Ziiiiﬁ?i)ms 258 12,63£15,66 (2,4071815 5.30) 905’?000 1240 2,36
aglrzgsiicveiggde 150 15,97+ 19,38 (2,00710203,75) 906?000 214 1,2
SObr(iivi;Vssma >3 2138’,016; (195,336-’(2)(3)6,00) 237125?000 21,57 195

A anélise descritiva das 53 colonias (ano 2025/2026) revelou dinamicas distintas

nas caracteristicas avaliadas ao longo do periodo de atividade das abelhas (Tabela 6:
Estatistica descritiva geral das variaveis avaliadas no campo para o ano 2025/2026. Nota: N = numero total

de observagdes considerando as repetigdes ao longo dos meses. ). O tamanho das coldnias apresentou
uma variagdo moderada (CV = 36,5%), com média de 6,18 quadros e mediana de 6, a
indicar um desenvolvimento populacional relativamente homogéneo no apidrio. A andlise
temporal (Figura 11) corrobora este padrdo, demonstrando a classica curva sazonal com

o pico populacional a ocorrer entre os meses de julho e agosto.

47



—
¥}

Namero de Quadros de Abelhas

.

Maio Junho Jutho Agosto Setembro Outubro
Tempo

Figura 11: Dindmica populacional das colonias no periodo ativo representada pelo ntimero de quadros com
abelhas.

Em contraste, as variaveis associadas a pressdo parasitaria pela varroa e a
agressividade demonstraram extrema heterogeneidade. A queda natural diaria de &caros
registou um CV de 124%, com a mediana (7,85 acaros/dia) substancialmente inferior a
média (12,63 4caros/dia). Esta forte assimetria positiva (Skew = 2,56) indica que, embora
a maioria das colonias tenha mantido niveis moderados de infestagdo (com 75% dos
registos abaixo de 15,3 4caros/dia), ocorreram picos severos de infestagdo em momentos

ou coldnias especificas, acentuando-se progressivamente até setembro (Figura 12).
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Figura 12: Dinamica populacional da varroa de maio a junho em 4caros/dia (queda natural).
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O mesmo padrao assimétrico foi observado na taxa de infestacao (CV = 170,5 %;
mediana = 0,68%; média = 2,17%). A distribui¢do de frequéncias (Figura 13) apresenta
uma forte assimetria a direita, onde a classe 0-1% apresentou a frequéncia mais elevada.
E importante realgar, ainda, que a maior parte das colonias (75%) apresentou uma taxa
de infestacdo inferior a 2,46%, situando-se abaixo, mas bastante préxima, do limiar critico
de 3% de infestacdo forética. Este valor ¢ amplamente utilizado na Europa como limite
toleravel no periodo ativo, acima do qual torna-se necessaria a aplicagdo urgente de
tratamento contra a varroa para evitar o colapso das colonias (Genersch et al., 2010;
Rosenkranz et al., 2010). A grande varia¢do global desta taxa €, portanto, impulsionada
por uma minoria de colonias altamente infestadas e evidencia um gradiente de pressao
parasitaria entre os grupos. Além disso, esta variacdo na suscetibilidade inicial das
colonias servird de ponto de partida para avaliar a dindmica populacional da varroa ao
longo do ano e o consequente risco de mortalidade nos modelos analiticos seguintes.

Nos apiarios sujeitos ao maneio convencional (com tratamento para varroa)
avaliados por Giacobino et al. (2016), as colonias que apresentaram infestacdo <2% na
primavera tiveram suas rainhas trocadas e foram tratadas para varroa no inverno. Este
resultado sugere que o desdobramento, convencionalmente utilizado para multiplicar o
efetivo de colmeias e, no presente trabalho realizado como parte do protocolo, atua como
redutor da infestacdo por varroa nas coldnias (Blacquiere et al., 2019). Este efeito
benéfico decorre nao s6 da diminui¢do imediata da populagdo de 4caros entre as colonias
filhas, mas da inducdo de uma pausa na criagdo de abelhas, o que interrompe

temporariamente o ciclo reprodutivo da varroa e sua proliferacao.
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Figura 13: Distribui¢do da taxa de infestacao por varroa. Medida tinica apds confirmagao de sucesso dos
desdobramentos (junho/2025).

Paralelamente, o indice de agressividade também apresentou forte variabilidade
(CV =121,4%; mediana = 7,0; Skew = 1,52). A média observada neste estudo (15,97 +
19,38) ¢ superior a reportada por Guzman-Novoa et al. (2003) para linhagens europeias
(7,6 = 6,5), embora relativamente proxima. Por outro lado, apresenta valores
substancialmente inferiores aos observados em abelhas africanizadas (88,3 £ 14,1) e em
hibridos resultantes do cruzamento entre linhagens europeias e africanizadas (77,5 £
23,9). A andlise temporal do indice de agressividade (Figura 14) revela um aumento
dréstico e uma elevada dispersdo deste comportamento no més de setembro. Este pico
defensivo explica-se por fatores ecoldgicos e sanitarios, em detrimento de fatores
meteoroldgicos. Durante a transi¢do para o outono a escassez de néctar induz um stress
nutricional e eleva a ameaga de pilhagem entre coldnias, o que exige o recrutamento de
um maior nimero de abelhas guarda, exacerbando a reatividade do ninho (Downs &
Ratnieks, 2000). Este estado de alerta ¢ em simultdneo agravado pelo pico de carga
parasitaria na colonia. Embora a temperatura média durante a execucdo dos testes em
setembro (~20 °C) tenha sido inferior & dos meses anteriores (julho = 24 °C; agosto = 26
°C), este perfil térmico permanece amplamente adequado a atividade normal de voo. Por

conseguinte, o aumento da agressividade ndo decorre do arrefecimento do ambiente,
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constituindo antes uma resposta defensiva a pilhagem e a escassez de recursos no final da

época ativa.
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Figura 14: Indice de agressividade ao longo do tempo. Cada més possui indicagdo da média de temperatura
ambiente (°C) e da velocidade do vento (km/h) no momento da realizagdo do teste.

A associagdo entre a queda natural de varroa e a taxa de infestacdo inicial
apresentou correlacdo positiva moderada e significativa (p = 0,41; p <0,05) (Figura 15).
Estes resultados indicam que ambas as metodologias avaliam a infestagdao das colonias
de forma relativamente congruente, contudo, a relagdo ndo ¢ suficientemente forte para
adotar apenas uma delas como métrica universal de avaliacdo da infestacdo por varroa.
Desta forma, este resultado suporta o recomendado pela literatura de optar pelo método
do detergente para avaliagcdes de infestagdo pontuais (antes do tratamento para varroa em
maneios convencionais), uma vez que se trata de um procedimento letal e invasivo para
as abelhas amostradas (Dietemann et al., 2013). Em contrapartida, para a avaliagdo e
monitorizagdo continua da infesta¢do, ¢ recomendado fazer uso do método de queda
natural, dada a sua natureza nao invasiva e auséncia de perturbag¢do no desenvolvimento
da colodnia (Branco et al., 2006; Dietemann et al., 2013). Além disso, a elevada variancia
ndo explicada por esta correlacdo corrobora a premissa de que a queda natural nao
constitui o0 método mais fidedigno para avaliar a infestagdo em cenarios onde a carga

parasitaria ¢ baixa (Dietemann et al., 2013).
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Figura 15: Grafico de correlagdo de Spearman entre a queda natural de varroa (4caros/dia) e a taxa de
infestacdo (%) observadas em junho. (p = 0,41; p<0,05).

Paralelamente, observou-se uma correlacdo positiva moderada e significativa (p
=0,53; p<0,05) entre o indice de agressividade e a forca da colonia (Figura 16), calculada
com base na média das observagdes registadas ao longo dos meses de julho, agosto e
setembro. Este resultado demonstra a tendéncia biologica de que coldnias com maior
efetivo populacional apresentam respostas defensivas mais robustas (Breed et al., 2004;
Nouvian et al., 2016), traduzindo-se diretamente num maior nimero de ferroes
depositados na bandeira durante o teste de agressividade. Por outras plavras, uma colonia
com um maior efetivo populacional tem possibilidade de recrutar mais abelhas guarda do
que uma colénia mais fraca. Como demonstrado por Nouvian et al. (2016), existe uma
correlagdo direta entre o numero de abelhas guarda a entrada da colonia e a sua

intensidade da resposta defensiva.
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Figura 16: Grafico de dispersdo e correlagdo de Spearman entre o indice de agressividade e a forga da
colénia, correspondentes aos valores médios do trimestre de julho a setembro (p =0,53; p<0,05).
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5.3. Evoluc¢io temporal da pressdo parasitaria

A analise dos Modelos Lineares Mistos (LMM) evidenciou dindmicas distintas
para os efeitos das varidveis da taxa de infestagdo, forca da coldnia e indice de
agressividade sobre a queda natural de varroa ao longo dos meses de observacgao.

No Modelo 1, observou-se que a taxa de infestagdo com que as colonias iniciaram
a primavera ¢ um determinante critico da pressdo parasitaria futura (F = 14,83; p =
0,0004). Embora no més de referéncia (maio) a diferenca estimada pelo modelo (pelo
coeficiente ) entre os grupos (= 3% ou < 3%) tenha sido de aproximadamente 7 varroas,
uma variagdo nao significativa (p = 7,00; p = 0,159), o afastamento progressivo das
trajetorias de infestagdo justifica o elevado efeito global do modelo. Esta divergéncia é
visivel na Figura 17, na qual a linha do grupo de maior infestagdo (vermelho) permanece
sistematicamente acima da do grupo de menor carga (verde).

A dindmica evidenciada pelo Modelo 1 confirma que o nivel de infestacdo com
que a colonia inicia a época ativa atua como um preditor irreversivel da pressao sanitaria
tardia (Rosenkranz et al., 2010). O acréscimo pontual e significativo de queda natural
logo no més de julho, exclusivo do grupo mais infestado (> 3%), sugere uma satura¢do
prematura da capacidade de suporte da criagio (Martin, 1998). A medida que o espago
para reproducao da varroa nos alvéolos se esgota, uma maior propor¢ao de acaros €
forcada a transitar para a fase forética, precipitando a sua queda nas bases (Boot et al.,
1993; Fries et al., 1994). Os aumentos globais registados entre agosto e outubro refletem
a transicao sazonal da colonia, nomeadamente, o natural declinio da taxa de postura da
rainha no final do verao reduz a proporgao de criagao relativamente ao nimero de abelhas
adultas, promovendo a concentragdo da varroa nas abelhas adultas e exacerbando o
colapso das coldnias ja debilitadas (Sumpter & Martin, 2004; Genersch et al., 2010).

Esta correlagdo entre o aumento expressivo da carga parasitaria outonal e a
suscetibilidade da coldnia alinha-se com a dinamica documentada por Fries et al. (2006)
na populacdo de Gotland. Neste estudo, a letalidade impulsionada pelos picos de
infestagdo atingidos no outono do segundo ano sem tratamentos funcionou como o
principal estrangulamento populacional, confirmando esta transi¢ao sazonal como o filtro
critico da selecao natural (Fries et al., 2006).

Verificou-se ainda um efeito significativo para a variavel més (F = 3,93; p =

0,002). Em comparagdo com o més de referéncia (maio), registaram-se aumentos
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significativos na queda natural de varroa nos meses de agosto (f = 8,23; p = 0,007),
setembro (B = 8,84; p = 0,004) e outubro ( = 7,63; p = 0,014). A interacdo global entre
os grupos de infestacdo e os meses nao foi significativa (F = 1,71; p = 0,133), indicando
que a trajetoria de queda de varroa foi tendencialmente paralela em ambos os grupos. No
entanto, a andlise dos coeficientes do modelo revelou um acréscimo significativo na
queda natural de varroa no més de julho, especificamente para o grupo > 3% ( = 14,36;

p=0,019).
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Figura 17: Queda natural de varroa (4caros/dia) registada ao longo dos meses de acompanhamento,
estratificada pelos dois grupos de infestagdo inicial. Os valores representam a média + erro padrdo. Os
pontos foram ligeiramente desalinhados no eixo horizontal para acomodar as barras de erro.

Relativamente ao Modelo 2, os resultados demonstraram que a forg¢a da colonia
ndo exerceu uma influéncia preditiva significativa sobre a queda natural de varroa (F =
0,10; p = 0,751). Neste modelo especifico, nem a progressao mensal (F = 0,38; p =
0,5367) nem a interagdao entre a forca da colénia e o tempo (F = 0,55; p = 0,4585)
revelaram efeitos significativos. Estes dados sugerem que, neste apidrio e sob este regime
de selecdo, o volume populacional de abelhas adultas ndo dita, de forma isolada, a
magnitude da queda diaria de 4caros nas colonias observadas. Do ponto de vista
biologico, embora coldnias mais populosas tenham mais hospedeiros adultos, mantém
também 4reas de criacdo mais extensas e prolongadas. Por conseguinte, o volume
populacional, de forma isolada, ndo traduz linearmente a carga parasitaria total nem
garante maior eficacia de auto-limpeza num regime de selecdo natural (Branco et al.,
2006). De facto, este estudo indica que a estimativa da infestagdo depende fortemente da

distribuicao dos acaros entre criacao e abelhas adultas, podendo coldnias mais populosas
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apresentar niveis aparentes mais baixos devido a um efeito de dilui¢do, sem que isso
reflita necessariamente uma menor carga parasitaria absoluta (Branco et al., 2006).

Por fim, o Modelo 3 indicou que o comportamento defensivo das abelhas nao
modula a dinamica de queda da varroa. O indice de agressividade ndao apresentou
significancia estatistica no modelo global (F = 0,39; p = 0,535), com uma estimativa de
efeito proxima de zero (B =-0,027, p > 0,05), o que indica uma variagdo negligenciavel
na infestacdo de varroa por cada incremento no nivel de agressividade. Além disso, a
auséncia de interacao significativa entre a agressividade e o més (F = 0,38; p = 0,537)
reforca que coldnias mais reativas nao exibem um perfil de queda de varroas distinto das
coldnias menos reativas ao longo da janela temporal analisada (julho a setembro). Estes
dados alinham-se com a literatura, que demonstra a dissociacdo fenotipica e genética
entre a agressividade e os mecanismos de resisténcia, evidenciando que a defensividade
ndo atua como moduladora da carga de varroa (Arechavaleta-Velasco & Guzman-Novoa,
2001; Villa et al., 2009). Desta forma, invalida-se a hipotese de que elevado indice de
agressividade seja uma consequéncia direta da pressao parasitaria por varroa medida pela

queda natural, especialmente em setembro.

5.4. Sobrevivéncia global e indicadores de risco

A curva de Kaplan-Meier (Figura 18) descreve a trajetoria de mortalidade global
observada ao longo do segundo ano de Selecdo Darwiniana (2025). Das 53 coldnias
acompanhadas, 50 colapsaram antes do final do ensaio, restando trés sobreviventes
aquando da conclusdo do periodo experimental, em fevereiro de 2026 (278 dias de vida).
A distribui¢do da sobrevivéncia das colonias revelou uma assimetria negativa (Skew = -
1,95), com a mortalidade concentrada nos extremos do estudo e a mediana de 236 dias.
A estatistica dos dados de sobrevivéncia somada a curva de Kaplan-Meier evidencia que
uma parcela expressiva do apidrio conseguiu completar o ciclo de monitorizagdo, nao
obstante a presenca de baixas precoces, reflete a forte pressao de selecdo sobre os

desdobramentos mais vulneraveis.
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Figura 18: Curva de sobrevivéncia global (Kaplan-Meier) das colonias ao longo do periodo experimental
(2025/2026).

Apds o enquadramento do declinio populacional geral, importou compreender
quais os fatores que precipitaram ou retardaram o colapso das coldnias. Com esse intuito,
a analise de risco e sobrevivéncia foi estratificada considerando dois critérios: a taxa de
infestacdo inicial (> 3% e < 3%) e a origem materna inicial (rainha fundadora). As
dindmicas de sobrevivéncia para ambas as varidaveis encontram-se representadas na

Figura 19.
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Figura 19: Curvas de sobrevivéncia estratificadas (Kaplan-Meier) das colonias ao longo do periodo
experimental (2025/2026). (A) Probabilidade de sobrevivéncia estratificada pela taxa de infestag@o inicial
por varroa (> 3% e < 3%) no inicio do verdo. (B) Probabilidade de sobrevivéncia estratificada pela origem
materna (rainha fundadora).

O teste Log-Rank indicou que o grupo de infestacdo (> 3% vs. < 3%) nao
apresentou um efeito significativo na probabilidade de sobrevivéncia das coldnias (y* =
2,4; p=0,12). Este resultado demonstra que a taxa de infestagdo inicial ndo determinou
1soladamente o tempo de colapso das colonias. Isto sugere que, embora a carga inicial
dite a pressdo parasitaria ao longo do ano (como demonstrado no Modelo 1), ndo
determina isoladamente o momento do colapso da colonia. Esta discrepancia explica-se
pelo facto de a letalidade da varroa resultar ndo somente pelo parasitismo direto, mas
também pela transmissdao de outros patdogenos, nomeadamente os virus que tendem a a
acumular-se no outono, comprometendo a viabilidade da populacao de abelhas de inverno
(Martin, 2001; Genersch et al., 2010). Consequentemente, o momento do colapso
depende da interacdo entre a carga viral acumulada, o clima e as reservas nutricionais da
colonia (Le Conte et al., 2010).

Em contrapartida, o teste Log-Rank para a proveniéncia das coldnias (origem da
rainha fundadora) revelou diferenga significativa na sobrevivéncia entre as familias das
coldnias (x° = 24,1; p = 0,045). A andlise comparativa entre os colapsos observados e
esperados indicou que as familias das rainhas 2 e 11 apresentaram uma mortalidade mais
precoce, enquanto as familias 1 e 12 demonstraram maior tempo de sobrevivéncia. Esta
clara segregacdo inter-familias corrobora a premissa central de que a

resisténcia/tolerancia possui base genética e hereditaria (Locke, 2016; Guichard et al.,
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2020). Estes dados confirmam o sucesso do protocolo de Selecdo Darwiniana como filtro
evolutivo, demonstrando que a auséncia de tratamentos elimina eficientemente os
genotipos suscetiveis, isolando as colonias com aptidao para a sobrevivéncia a longo

prazo (Seeley, 2007).

5.4.1. Dinamica temporal do risco de mortalidade

No primeiro Modelo de Riscos Proporcionais de Cox avaliado (MECM, Modelo
4), a analise dos efeitos fixos revelou que a queda natural de varroa nao constituiu um
preditor significativo para o risco de colapso das colonias (Hazard Ratio [HR] = 0,99; p
> 0,05). Da mesma forma, a forca da colonia ndo teve efeito significativo sobre a
mortalidade (HR = 0,86; p > 0,05). A variancia estimada para ambos os efeitos aleatdrios
(colénia e rainha ID) foi residual (0,0004), ndo revelando heterogeneidade detetavel
associada ao agrupamento genético ou as medicdes repetidas neste modelo.

Para identificar o peso especifico de cada variavel na mortalidade das coldnias ao
longo do ensaio, procedeu-se numa primeira fase ao ajuste de modelos de Cox
univariados estratificados por més (Tabela 7). A anélise revelou que o comportamento
defensivo (agressividade) ndo apresentou impacto significativo no risco de colapso no
periodo avaliado. Ja a for¢a da colonia demonstrou um efeito preditivo isolado no més de
julho (HR = 1,195; p = 0,0194), sugerindo que as coldnias mais populosas no pico do
verdao estavam mais vulnerdveis aos efeitos da infestacdo por varroa. A queda diaria de
acaros revelou-se como o preditor isolado mais consistente, pois aumentou
significativamente o risco de mortalidade das colmeias nos meses criticos de junho (HR
=1,027; p=0,0171) e setembro (HR = 1,031; p = 0,0083).

Na literatura o comportamento defensivo ¢ apontado como um indicador de
sobrevivéncia em colonias ndo tratadas para varroa, uma associacdo marcada pelo
exemplo de resisténcia das abelhas africanizadas (Locke, 2016). Contudo, neste estudo,
a agressividade ndo modulou o risco de morte das coldonias. Embora as limitagdes da
dimensdo das amostragens e da analise de dados ndo permitam excluir em definitivo essa
correlacdo, os dados sugerem que na A. m. iberiensis a defensividade e a resisténcia a
varroa sejam tragos independentes. Uma vez que o comportamento defensivo evoluiu
essencialmente como resposta a macro-predadores (Breed et al., 2004), a co-ocorréncia

entre agressividade e resisténcia podera ser uma particularidade do percurso evolutivo
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das abelhas africanizadas, ndo servindo obrigatoriamente como um preditor de
sobrevivéncia da abelha ibérica.

O impacto significativo da queda natural de varroa no risco de mortalidade em
junho e em setembro encontra paralelo no modelo bioldgico proposto por van
Dooremalen et al. (2012). Estes autores demonstraram que o stress parasitario exercido
pela varroa no final do verdo coincide com a transi¢do da populacdo da colonia, na qual
ocorre a substitui¢do das abelhas de verdao por abelhas de inverno, fisiologicamente
adaptadas para uma maior longevidade. A forte associagdo entre a infestagdo de setembro
e o colapso das coldnias neste estudo sugere que a pressdo da varroa comprometeu a
integridade fisiologica e reduziu drasticamente a esperan¢a média de vida destas abelhas,
inviabilizando a sobrevivéncia das coldnias até a primavera seguinte.

Para avaliar o efeito combinado das duas variaveis populacionais (queda natural
e for¢ca da colonia), ajustou-se um modelo multivariado por més. Os resultados
corroboram os efeitos observados nos modelos univariados: a carga de varroa manteve-
se como um fator de risco independente e significativo nos meses de junho (p < 0,05) e
setembro (p < 0,05). Em mais detalhe, a taxa de risco (HR) estimada indica que a cada
varroa adicional contabilizada na queda natural diaria aumenta a probabilidade de morte
da coldnia em 2,4% no més de junho (HR = 1,024) e em 3,1% no més de setembro (HR
=1,031), independentemente da dimensao populacional da colmeia.

De igual modo, o risco associado a colénias com maior nimero de abelhas em
julho manteve-se estatisticamente robusto apos o ajuste para o modelo multivariado.
Neste més de pico de verdo, cada aumento unitario no tamanho da coldnia traduziu-se
num agravamento direto de 28,7% no risco de mortalidade (HR = 1,287; p = 0,002). E,
para cada aumento unitario de varroa em julho, o risco de morte da colénia aumenta em
3,2% (HR = 1,032, p=0,005). De forma cumulativa, estima-se que uma coldnia que sofra
simultaneamente o incremento de um quadro de abelhas e de uma varroa adicional na
queda diaria enfrente um aumento combinado do risco de colapso (HR Combinado =
Queda natural julho x HR For¢a da coldnia Julho) na ordem de 32,8% (HR Combinado
= 1,328). Avaliando o efeito conjunto da for¢a da colonia e da infestagdo por varroa ¢
possivel observar que, neste estudo, o periodo decisivo para a sobrevivéncia das colonias
foi no més de julho, no inicio do verdo. Estes resultados corroboram o observado na ilha

de Gotland, onde o efeito da infestacdo por varroa no outono teve efeito na sobrevivéncia
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das colonias (Fries et al., 2006). Entretanto, neste trabalho, o periodo considerado
decisivo para a sobrevivéncia foi adiantado para o inicio do verdo, enquanto o observado
pelos autores ocorreu no outono (Fries et al., 2006). Esta variacao entre as épocas criticas,
de certa forma, reforga a necessidade de adaptar a avaliagdao dos parametros a cada local
onde a sele¢do natural assistida ¢ conduzida. A andlise das causas subjacentes a esta
variagdo devera ser aprofundada em trabalhos futuros.

Esta dinamica paradoxal observada em julho, na qual as colonias mais fortes
apresentaram maior risco de morte, ¢ contraintuitiva sob o ponto de vista da apicultura
comercial. A selecdo artificial preconiza a escolha de colonias maiores para maximizar a
produgdo de mel. Contudo, sob condigdes de Selecao Darwiniana este fenotipo torna-se
desadaptativo. Este fendmeno ¢ suportado pelas observagdes de Locke e Fries (2011) na
populacdo de Gotland. Os autores demonstraram que a redu¢do do tamanho da colonia ¢
um trago adaptativo crucial em populacdes que sobrevivem a infestagdo por varroa sem
tratamentos. Colonias menores limitam a quantidade de alvéolos de criacdo disponiveis,
0 que restringe a taxa de reprodug¢do do 4caro. Assim, os resultados deste trabalho ilustram
um trade-off evolutivo: as colonias de A. m. iberiensis que tiveram o pico de
desenvolvimento da populagdo no verdo proporcionaram maior area disponivel para a
reprodu¢do da varroa, o que culminou na baixa capacidade de sobrevivéncia destas

colonias.
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Tabela 7: Razao de Risco (HR) e Intervalos de Confianca (IC = 95%) estimados por Modelos de Riscos
Proporcionais de Cox para o colapso das colonias, estratificados por més e variavel. HR > 1 indica
aumento do risco de colapso; HR < 1 indica diminuigo do risco. Valores em negrito destacam as
variaveis com efeito significativo, acompanhados do respetivo p-valor. n/s = estatisticamente néo
significativo.

Modelos de Riscos Proporcionais de Cox

Variavel Maio Junho Julho Agosto Setembro Outubro
Modelos Univariados
0,993 1,027 1,01 1,005 1,031 1,021
Queda [0,98 - [1,01 - [0,99 - [0,988 - [1,008 - [0,992 -
natural 1,01] 1,05] 1,03] 1,022] 1,056] 1,052]
n/s p=10,0171 n/s n/s p = 0,0083 n/s
1,054 1,110 1,195 1,140 1,082 0,935
Forca da [0,919 - [0,952 - [1,029 - [0,976 - [0,934 - [0,697 -
colonia 1,209] 1,295] 1,387] 1,331] 1,253] 1,254]
n/s n/s p=0,0194 n/s n/s n/s
0,997 1,001 0,992
Indice de [0,984 - [0,981 - [0,978 -
agressividade ) ) 1,011] 1,021] 1,007] )
n/s n/s n/s
Modelo Multivariado
0,983 1,024 1,032 1,005 1,031 1,021
Queda [0,962 - [1,001 - [1,009 - [0,989 - [1,008 - [0,992 -
natural 1,004] 1,047] 1,055] 1,021] 1,055] 1,050]
n/s p=0,0364 p=0,00541 n/s p =0,0083 n/s
1,178 1,107 1,287 1,045 0,984 0,706
Forca da [0,993 - [0,927 - [1,096 - [0,865 - [0,833 - [0,484 -
colonia 1,396] 1,321] 1,511] 1,261] 1,162] 1,030]
n/s n/s p =0,00209 n/s n/s n/s

5.4.2. Dinamica sazonal de peso e termorregulag¢do

A monitorizagdo continua das colonias revelou dindmicas sazonais distintas entre
o primeiro (2024) e o segundo ano do estudo (2025), evidenciando que o segundo ano foi
marcado por uma instabilidade severa. No ano de 2024, a evolucdo do peso das colonias
seguiu um padrao sazonal relativamente previsivel: um ganho de peso continuo até ao
pico do verdo (julho), seguido por um declinio gradual até o inicio do outono (setembro
— outubro), em que houve aumento de peso, que pode ser associado a preparagdo da
criacdo que passaria o inverno, seguida de queda continua novamente no peso (Figura
20).

Em contraste, o ano de 2025 apresentou uma dinamica caodtica. Algumas colonias
apresentaram dinamicas parecidas com o ano anterior e outras iniciaram a perda de peso
mais cedo. A elevada taxa de perda de colonias registada neste segundo ano corrobora a
letalidade inerente a0 maneio restritivo sem acaricidas. Como sublinhado por Neumann
e Carreck (2010) na sua revisdo global sobre o colapso de coldnias, a infestacdo por
varroa, quando aliada a transmissao de virus (nomeadamente o virus das asas deformadas

- DWV) assume-se como o motor principal da mortalidade no inverno. Esta instabilidade
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observada entre 2024 e 2025 reflete, portanto, a vulnerabilidade das coldnias aos limiares
criticos de infestacao ditados pela variagcdo da pressdo ambiental, que impossibilitou as
colonias de manterem as suas reservas vitais de forma estavel, precipitando o declinio
populacional. De facto, a literatura evidencia que as diminuigdes atipicas de peso captadas
por estes sistemas refletem exatamente essa contragdo severa do efetivo da colmeia (Cota
et al., 2023).

As quedas e os aumentos abruptos de peso, bem como a alteragao da cor das linhas
relativas a cada colonia resultam da passagem da respetiva balan¢a a uma nova coldnia
em decorréncia da morte da coldnia anterior. Principalmente durante o inverno, periodo
de maior mortalidade das coldnias. Embora estas altera¢des introduzam descontinuidades
temporarias nos dados brutos, a analise focou-se na tendéncia global de suavizagao, o que
permitiu isolar o ruido metodologico e descrever com maior fiabilidade a dindmica
sazonal da variagao de peso médio do apiario, uma vez que as balangas permaneceram a

maior parte do periodo avaliado na mesma colonia.
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Figura 20: Evolugdo comparativa do peso médio diario (kg) das colonias em 2024 (A) e 2025 (B). O
gradiente de cor ilustra a longevidade total de cada matriz (dias de sobrevivéncia).
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A analise da amplitude térmica interna, um indicador direto da capacidade de
termorregulacdo e do tamanho do aglomerado de abelhas, corroborou a severidade do ano
de 2025 (Figura 21). Em 2024, as colénias conseguiram manter a estabilidade térmica
(amplitudes didrias reduzidas, < 5 °C) durante grande parte da época ativa, com a perda
de controlo homeostatico a surgir progressivamente apenas nos meses de outono/inverno
(setembro a janeiro), culminando no colapso. No entanto, em 2025, observou-se uma
perda drastica e precoce da capacidade de termorregulacdo. A amplitude térmica interna
disparou de forma caotica (atingindo frequentemente valores entre os 10 °C e 15 °C) logo
entre agosto e setembro. Este colapso térmico antecipado evidencia que as coldnias em
2025 perderam rapidamente a massa critica de obreiras necessaria para termorregular e
estabilizar o ninho, refletindo condi¢gdes de stress extremo face ao ano anterior. Como
demonstrado por Zacepins et al. (2016), o rigor da termorregulacdo depende inteiramente
da capacidade bioldgica do aglomerado de abelhas para reter calor. Logo, estas flutuagdes
atipicas captadas pelos sensores ndo representam apenas as variagdes ambientais, mas
atuam como biomarcadores telemétricos do declinio populacional que atingiu niveis

criticos.
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Figura 21: Evolug@o comparativa da amplitude térmica didria (°C) do ninho em 2024 (A) e 2025 (B). O
gradiente de cor ilustra a longevidade total de cada matriz (dias de sobrevivéncia).

Além disso, esta perda precoce de homeostasia térmica nao deve ser interpretada
apenas como um sintoma passivo de colapso, mas possivelmente como o desfecho de um
mecanismo de defesa levado ao extremo. De acordo com Fries e Bommarco (2007), a
redugdo drastica da criagdo ¢ uma resposta adaptativa primaria da colonia para tentar
quebrar o ciclo reprodutivo da varroa sob alta infestagdo. No entanto, esta plasticidade
fenotipica acarreta custos biologicos significativos, nomeadamente a diminui¢do do
recrutamento de novos individuos e a consequente diminui¢ao do efetivo populacional.
A médio prazo, esta estratégia compromete a capacidade de termorregulacdo e a coesao
funcional da colodnia, podendo precipitar o colapso em vez de o evitar.

A instabilidade observada na dindmica das balancas em 2025, caracterizada por
perdas prematuras de peso e pelo colapso precoce da homeostasia térmica, corrobora a
sensibilidade temporal da colonia a pressdo parasitaria. A capacidade de detetar esta
faléncia valida a aplicagdo de sistemas de apicultura de precisao (/o7T) no protocolo de
selecdo. De acordo com Cota et al. (2023), a integracao da monitorizagdo do peso e da

temperatura altera o paradigma de avalia¢do, transformando estas quedas abruptas em
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indicadores preditivos fiaveis do esgotamento de reservas muito antes do colapso fisico
ser visivel.

Conforme preconizado por van Dooremalen et al. (2012), colonias sujeitas a
elevadas taxas de infestagdo por varroa durante o outono falham no recrutamento de uma
massa critica de abelhas de inverno saudaveis, devido a mortalidade precoce dos
individuos parasitados na fase de pupa ou abelhas recém-emergidas. No presente
trabalho, este fenomeno traduziu-se na rapida contragdo da populacdo de abelhas em
2025, impossibilitando a manutencao do controlo térmico do ninho e precipitando a perda
de peso por incapacidade de reten¢do e consumo eficiente de reservas.

Adicionalmente, o contraste comportamental entre o declinio gradual em 2024 ¢
o colapso agudo em 2025 sublinha que, sob regimes de selecdo Darwiniana (auséncia de
tratamentos quimicos), a resiliéncia das coldnias esta fortemente condicionada por
limiares ambientais e sanitdrios anuais. Nos grupos de controlo nao tratados de van
Dooremalen et al. (2012), a auséncia de tratamento para a varroa no final do vero
resultou invariavelmente em colapsos invernais severos, um padrdao que se assemelha a
dinamica observada no ano de 2025. Este cenario refor¢a que a pressao parasitaria
exercida no outono atua como o principal motor de selecdo, eliminando precocemente as
coldnias incapazes de suprimir a reproducao do acaro ou de tolerar os danos fisiologicos

associados.

6. CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a dinamica populacional entre hospedeiro-parasita e a
sobrevivéncia de colonias de Apis mellifera iberiensis sujeitas ao protocolo de Selecao
Darwiniana (auséncia de tratamentos acaricidas) no Nordeste de Portugal. Tratando-se da
componente genética de origem materna, as colonias sobreviventes pertenciam
exclusivamente a linhagem africana (Linhagem A), contrastando com o colapso das
linhagens europeias (M e C). Contudo, uma vez que a linhagem africana ja representava
a maioria do apidrio (85%), a sua prevaléncia no final do estudo reflete esta despropor¢ao
amostral inicial. Consequentemente, ndo ¢ possivel afirmar que a sobrevivéncia destas
matrizes derive de alguma vantagem adaptativa intrinseca a linhagem sem validagao por
dados adicionais. Ainda assim, ¢ possivel afirmar que o protocolo de sele¢dao natural

funcionou como um filtro seletivo rapido e eficaz, eliminando os genotipos susceptiveis
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e isolando o material genético adaptado de elevado valor para o melhoramento genético
de abelhas.

A comparagdo entre os dois primeiros anos do protocolo de Selecao Darwiniana
evidenciou o efeito cumulativo e progressivo da pressao de selecao exercida pela varroa.
O ano de 2024 caracterizou-se como um periodo estavel, com progressdo continua da
morte das colonias. Em contrapartida, o segundo ano (2025) representou a fase critica de
selecdo, marcado pela resisténcia das colonias ao longo ano e colapso repentino no
inverno. Provando que a auséncia continua de tratamentos quimicos permitiu a
acumulacgdo de parasitas e seus efeitos sobre a saude das abelhas, de forma a ultrapassar
o limiar de resiliéncia da maioria das coldnias e a desencadear o colapso generalizado do
apiario.

No que concerne a pressao parasitaria, os resultados evidenciaram que a taxa de
infestacdo forética inicial no inicio do verdo dita diretamente a magnitude da queda
natural de varroa ao longo da temporada, determinando a intensidade dos picos
populacionais do 4caro registados no verdo. Contudo, confirmou-se que os
desdobramento efetuado na primavera funcionou como um método de controlo mecanico
de grande impacto, capaz de mitigar o crescimento populacional do parasita ao introduzir
uma pausa temporaria no ciclo de criagdo das coldnias.

Os modelos de riscos proporcionais de Cox contrapdem a premissa de que
colonias mais fortes sdo mais resilientes. Identificou-se que um maior tamanho da colonia
em julho (verdo) associado a infestacdo por varroa aumenta o risco de morte das colonias
no inverno em 32,8% (HR Combinado = 1.0,328), onde cada quadro de abelha e cada
varroa a mais t€m efeito de 28,7% (HR = 1.0,287) e 3,2% (HR = 1.032), respetivamente,
sobre o risco de morte das colonias. Este padrdo explica-se pela dinamica reprodutiva da
varroa, uma vez que colonias maiores oferecem uma area maior de criagdo operculada,
que funciona como incubadoras ideais para o acaro.

Os modelos de Cox foram igualmente sensiveis ao detalhar a sazonalidade da
letalidade da varroa, provando que a queda natural de 4caros ndo ¢ linearmente letal ao
longo do ano, mas concentra o seu risco de mortalidade especificamente nos meses de
junho, julho e setembro. O risco em junho (2,4% para cada varroa a mais caida, HR =
1.0,024) sinaliza o impacto do parasita sobre a longevidade das abelhas de verdo,

comprometendo a recolha de reservas, enquanto o risco em setembro (3,1% para cada
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varroa a mais caida, HR = 1.0,031) ataca diretamente a janela de nascimento da geracao
de abelhas de inverno. O parasitismo neste més critico degrada os corpos adiposos ¢ as
reservas de vitelogenina destas abelhas, condenando a colonia a faléncia homeostatica
meses mais tarde.

Em contrapartida, demonstrou-se que o comportamento defensivo das abelhas ndo
possui qualquer associagdo com infestagcdo por varroa ou com a maior longevidade das
colonias. Esta dissociagdo sugere que a defesa da coldnia contra predadores e os
mecanismos internos de resisténcia sanitaria (como o Grooming ou comportamento
higiénico) poderdo ndo estar diretamente associados, apontando para uma possivel
independéncia funcional entre estes caracteres. Tal abre perspetivas interessantes para
programas de selecdo, ao sugerir que a reducdo da reatividade comportamental nao
implica necessariamente uma diminui¢ao da aptidao de sobrevivéncia.

Os dados de telemetria do sistema BEEP corroboram o declinio fisiologico das
coldnias. Contrariando a estabilidade térmica e de peso observada em 2024, o ano de
2025 registou perdas precoces de peso e flutuacdes térmicas internas de até 15 °C,
evidenciando a perda de capacidade de termorregulacdo das abelhas de inverno,
prejudicadas pelos efeitos da varroa. Em suma, apesar da mortalidade global de 94%, o
protocolo permitiu isolar as matrizes mais aptas (rainhas 1 e 12).

Para investigagdes futuras, recomenda-se a monitorizacdo da descendéncia destas
rainhas para quantificar a herdabilidade real destes tragos de resisténcia, bem como a
incorporacdo de analises moleculares para mapear a carga viral latente (e.g., DWV),
consolidando o entendimento dos mecanismos fisioldgicos que ditam o desfecho da

sobrevivéncia no ecotipo ibérico.
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8. ANEXOS
8.1. Especificacoes técnicas do hardware (Base BEEP)

A aquisigao telemétrica do peso da colmeia ¢ efetuada por uma célula de carga de
alta precisao (capacidade de 150 kg e resolugdo de 10 g). O equipamento dispde de
capacidade de expansdo para até cinco sondas de temperatura digitais e integra um
microfone dedicado a captacdo do espetro acustico da colénia, o qual atua como indicador
de estados fisiologicos andomalos (e.g., enxameagao ou orfandade).

A eficiéncia energética ¢ assegurada por um microcontrolador de ultra baixo
consumo, que mantém o sistema em hibernagdo profunda entre os ciclos de aquisi¢ao de
15 minutos (duragdo de 2 segundos de atividade). A salvaguarda da informagdo face a
potenciais falhas de rede ¢ garantida por uma memoria flash local (64 MB) acoplada a
um relogio de tempo real (RTC), capaz de reter medigdes com marcagdo temporal exata
por até dois anos. A transmissdo primaria de dados para a nuvem utiliza o protocolo
LoRaWAN (radio de longo alcance e baixo consumo energético), suportado
secundariamente por conectividade Bluetooth para calibragao biométrica da balanga e
atualizagdes de firmware.

8.2. Detalhes sobre a interface digital do sistema BEEP

A interface BEEP app v3 constitui a plataforma digital de gestdo telemétrica do
sistema, estruturando as suas funcionalidades operacionais em quatro mddulos principais:
visdo geral das colmeias, registo parametrizado de inspecdes, visualizagdo de dados e
alertas e grupos colaborativos.

Na interface inicial € apresentada uma visdo geral das colmeias. A aplicagao
permite uma organizagao hierarquica das colmeias, agrupando-as por apiarios fisicos ou
grupos de colaboragdo. A nivel individual, o software possibilita a organiza¢do da
disposi¢ao no apiario e a modelagao digital da arquitetura de cada colmeia por meio de
um sistema de camadas (Figura 22). O usudrio pode adicionar, remover ou reordenar
visualmente componentes estruturais, como caixas de alimentagdo, excluidores de rainha
e diferentes alcas, refletindo com exatidao a configuragdo fisica de cada colmeia. Além
disso, ¢ possivel adicionar informacdes referentes a rainha (Figura 23), como ntimero e

cor de identificagdo, data de nascimento, dentre outras caracteristicas.
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A substituicao dos cadernos de campo tradicionais ¢ garantida por um moédulo de
inspegdes altamente parametrizado (Figura 24 e Figura 25). O sistema permite o registo
detalhado de avaliagdes individuais ou a realizacao de inspe¢des em massa, aplicando a
mesma observagdo ou maneio a multiplas colmeias simultaneamente num determinado
apidrio. Cada registo categoriza o estado da coldnia, permitindo a inclusdo de notas,
lembretes agendados e a sinalizagdo visual de "impressdo geral" (boa, neutra ou ma) e
"necessidade de atencao". As inspe¢des podem ser configuradas por uma lista de
verificacdo auditdvel, com registos da coldnia, comida, problemas, producdo, clima,
dentre outros. Qualquer alteragdo fisica na estrutura da colmeia ¢ também

automaticamente guardada como uma inspec¢ao, mantendo um historico cronoldgico e

auditavel.
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Figura 24: Interface digital da aplicacdo BEEP (BEEP app v3), ilustrando a visualizagdo do cabegalho do
historico de inspe¢des de uma colmeia, na aba “Ver inspecdes”.
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Figura 25: Interface digital da aplicagdo BEEP (BEEP app v3), ilustrando o painel de visualizacdo geral e
as funcionalidades da aba “Nova inspe¢@o”. As setas indicam a ordem de disposi¢do das funcionalidades
na aplicagdo.
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As medi¢des de peso, temperatura e informagdes sobre o aparelho (forga do sinal
e bateria) sdo organizadas em graficos lineares. Ja a representacdo dos dados acusticos
(captados pelo microfone da base) se da por um mapa de calor, no qual as frequéncias
sonoras detetadas com maior incidéncia sdao ilustradas com cores mais quentes,
facilitando o reconhecimento de padrdes actsticos especificos da colonia. A aplicacio
gere igualmente um sistema de alertas, que notifica o utilizador mediante a ocorréncia de
anomalias nos dados dos sensores (Figura 27), que podem ter suas regras configuradas
para status, via de notificacdao, nome e frequéncia. Os alertas configurados para as bases
BEEP deste trabalho foram para baixa temperatura do ninho e da colmeia, enxameagao,
estabilidade da colmeia e roubos ¢ sem medigoes.

As flutuagdes temporais de peso e temperatura sao renderizadas em séries
cronoldgicas lineares, enquanto os dados actsticos, quando aplicével, geram mapas de
calor espetrais das frequéncias sonoras. Neste painel, o sistema mostra medi¢des mais
recentes obtidas e organiza os dados coletados em graficos para cada categoria de
medi¢do (peso, temperatura, som e informagdes sobre o aparelho) (Figura 26). O usuério
consegue personalizar o intervalo de medi¢des que deseja visualizar e acessar
informacgdes detalhadas de cada medicdo ao colocar o cursor em um ponto do grafico
gerado. Para suportar projetos de grande escala ou gestdo partilhada, o sistema integra a
criacdo de "Grupos de Colaboragdo". Esta funcionalidade permite que propriedades de
colmeias e apiarios sejam partilhadas entre diferentes utilizadores, garantindo que
multiplos investigadores ou técnicos possam aceder, monitorizar e inserir dados nas

mesmas unidades experimentais, consolidando a informac¢ao numa base de dados Unica.
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Figura 26: Interface digital da aplicagdo BEEP (BEEP app v3), ilustrando o painel de visualizacdo das
medi¢des de uma base BEEP.
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Figura 27: Interface digital da aplicacdo BEEP (BEEP app v3), ilustrando o painel de visualizagdo de
Alertas.

79



Ademais, o sistema BEEP disponibiliza duas modalidades distintas para a
exportagdo da informagdo, desenhadas para separar os registos de maneio das leituras dos
sensores, ambas em formato CSV. A primeira ¢ a exportacao de dados de maneio; esta
fungdo permite a extra¢do de todo o histérico de registos qualitativos submetidos pelo
utilizador. O sistema compila a informagdo num ficheiro Excel, segmentado em
diferentes sec¢des: dados pessoais, localizagdes fisicas dos apiarios, configuracdo das
colmeias e o registo integral de todas as inspec¢oes realizadas. A segunda modalidade ¢
destinada a extracao das leituras quantitativas captadas pela base BEEP, gerando ficheiros
Excel na resolug¢ao temporal maxima. Para garantir a precisdo da recolha, o investigador
pode parametrizar a exportacao selecionando o dispositivo especifico, a janela temporal
(periodo), os tipos de medicao pretendidos ¢ o formato do separador de colunas do
ficheiro. Todos os registos temporais provenientes da exportacdo dos sensores sdao
exportados no fuso horario GMT (Tempo Médio de Greenwich), adotando a norma de

formatagao internacional de data e hora RFC 3339.
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