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EDITORIAL

A Associacao Portuguesa de Engenharia Zootécnica tem realizado um
esforco meritdrio, conseguindo proporcionar ao longo dos ultimos anos
um congresso anual da especialidade, com a possibilidade de
participacao de docentes, alunos e técnicos afetos as areas da ciéncia
animal e da zootecnia. Paralelamente tem-se sentido o apoio e
entusiasmo de instituicdes e empresas ligadas ao setor, que através do
seu apoio financeiro, logistico e técnico numa parceria Util e desejavel,
permitem consolidar e partilhar mais ciéncia e conhecimento, num
espirito de entreajuda para todos os interlocutores da zootecnia.

Uma das atividades da APEZ consiste na publicacao e difusao de
conteudos cientificos e técnicos sobre as mais variadas éareas da
producao animal, numa perspetiva multidisciplinar. Com este objetivo,
publica-se mais um numero da RPZ, sabendo que esta revista esta
orientada para fortalecer as sinergias entre a investigacao, a aplicacao
e o desenvolvimento tecnoldgico no ambito da ciéncia animal, sendo em
Portugal, uma das principais entidades representantes desta area do
conhecimento e de atuacao profissional.

A RPZ aceita para publicagao artigos cientificos originais, resultantes
da investigacao e desenvolvimento tecnoldgico no ambito da fisiologia,
reproducao, nutricao, melhoramento genético, gestao das exploragoes,
tecnologia alimentar, higiene e sanidade e do bem-estar animal, em
todas as espécies animais.

Os artigos publicados sdo objeto de revisao por pares, recaindo sobre
especialistas de reconhecido mérito académico, nas mais diversas
dreas de especialidade da zootecnia, cabendo a aceitacao final ao
Conselho Editorial.

Os artigos desta edicdo resultam de trabalhos submetidos ao XXV
Congresso Nacional de Zootecnia, realizado no Instituto Superior de
Agronomia, em Lisboa, nos dias 23 a 25 de outubro de 2025. Este
evento contou com a presenca de 217 congressistas, tendo sido aceites
137 trabalhos cientificos, dos quais 33 foram apresentados sob a forma
de comunicacéo oral, e 104 em formato poster, em 8 sessdes tematicas
da especialidade, incluindo véarias mesas redondas com féruns de
discussao alargada, tendo o ultimo dia recaido exclusivamente sobre a
realizacao de duas visitas técnicas de elevado interesse técnico-
profissional com saudavel troca de experiéncias entre os participantes.

Pela divulgacao da Zootecnia.

JOAQUIM LIMA CERQUEIRA

Pela
divulgacao da
Zo0o0tccnia.
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ABSTRACT

Campylobacter spp., especially C. jejuni and C. coli, are recognized as leading bacterial causes of human gastroenteritis and are
frequently linked to the consumption of contaminated poultry products. Laying and breeding hens can serve as asymptomatic
reservoirs of these microorganisms, facilitating their spread within the production environment. Although eggs are less often
implicated in direct transmission, they may contribute to cross-contamination during handling, storage, and processing.

This study aimed to determine the incidence and contamination load of Campylobacter spp. in Portuguese laying and breeding
hen farms, using culture-based and molecular technigques as complementary detection tools. Thirty-nine faecal samples were
collected from 21 poultry farms and analyzed following the I1SO 10272-1 protocol and real-time PCR. Thirty-six samples (92.3%)
tested positive for Campylobacter, yielding 63 isolates (32 C. jejuni and 31 C. coli). The bacterial load ranged from 2.0 x 10? to 1.3
x10° CFU/g. PCR showed greater sensitivity, detecting positives in samples with no visible growth on selective media.

The results confirm a high prevalence of Campylobacter spp. in poultry flocks, even in the absence of clinical signs, emphasizing
the relevance of integrated detection methods and biosecurity measures. The combined use of culture and PCR proved

effective for pathogen monitoring, supporting the implementation of regular surveillance programs in the poultry sector.

KEYWORDS

zoonotic bacteria, food safety, molecular detection, faecal contamination, avian microbiology, poultry farms
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INTRODUCTION

Campylobacter spp. are among the leading bacterial pathogens responsible for human gastroenteritis worldwide, with C. jejuni
and C. coli representing the predominant species involved in zoonotic transmission (Kaakoush et al., 2015). These
microorganisms are thermophilic, microaerophilic bacteria that colonize the intestinal tract of a wide range of warm-blooded
animals, particularly poultry (Zainol et al., 2024). In chickens, colonization typically occurs asymptomatically, allowing birds to
act as persistent reservoirs and major amplifiers of environmental contamination (Hughes et al., 2009). Through faecal
shedding, Campylobacter readily disseminates within flocks and across the farm environment, contaminating litter, water,
equipment, and personnel (Facciola et al., 2017).

Transmission to humans is mainly associated with the handling and consumption of contaminated poultry meat, which remains
the principal vehicle for infection (Shaji et al.,, 2023). Even though rigorous biosecurity and hygiene measures have been
implemented across the European poultry sector, Campylobacter continues to represent the most frequently reported bacterial
foodborne pathogen in the European Union, accounting for a substantial proportion of confirmed gastroenteritis cases each
year (Horvat et al,, 2022). This persistence highlights the complex epidemiology of the organism, its ability to survive under
diverse environmental conditions, and the difficulty of eradicating it from poultry production systems.

Given the public-health relevance of Campylobacter and its economic impact on the poultry industry, continuous surveillance
and quantification of contamination levels at the farm stage are critical (Golz et al., 2014). Monitoring the prevalence and
bacterial load of Campylobacter spp. within laying and breeding flocks provides key information for evaluating the effectiveness
of biosecurity practices and designing intervention strategies to limit the risk of transmission along the production chain
(Newell et al., 2011).

Beyond its public health implications, Campylobacter also represents a significant economic and regulatory concern for the
poultry industry. According to the European Food Safety Authority (EFSA), Campylobacter is consistently the most frequently
reported zoonotic pathogen in the European Union, accounting for over 120,000 confirmed human cases annually, with a
considerable underestimation due to underreporting. The economic burden associated with campylobacteriosis, including
medical expenses, productivity losses, and food-chain interventions, has been estimated to exceed 2 billion euros per year in
the EU (EFSA, 2024). In response, the European Commission has established process hygiene criteria for Campylobacter in
broiler carcasses (Regulation (EU) 2017/1495, 2017) and set progressive reduction targets to limit contamination levels at
slaughter. These measures emphasize the need for continuous surveillance and preventive control at the primary production
stage, where effective biosecurity practices can significantly reduce bacterial load before processing. Within this framework,
farm-level data such as those presented in this study are crucial for supporting compliance with EU food safety objectives and
optimizing intervention strategies along the poultry supply chain.

The present study aimed to determine the incidence and contamination load of Campylobacter spp. in faecal samples from
Portuguese laying and breeding hen farms, using both culture-based and molecular detection methods as complementary

analytical tools.

MATERIAL AND METHODS

A total of thirty-nine faecal samples were collected from twenty-one commercial laying and breeding hen farms located in
different regions of Portugal. Sampling was carried out during routine sanitary inspections. Thirty-two stool samples and seven
boot sock samples were collected, placed in sterile containers, and immediately stored under refrigerated conditions (4 °C) until
laboratory processing within 24 hours.

The isolation and enumeration of Campylobacter spp. were performed in accordance with ISO 10272-1:2017 guidelines. Briefly, 10
g of each sample was homogenized in 90 ml of buffer peptone water (BPW). Next, 10 ml of the homogenised mixture was
inoculated into 90 ml selective enrichment broth, Bolton broth, and incubated under microaerophilic conditions (5 % 0,, 10 %
CO,, 85 % N,) at 41.5 °C for 48 hours. Of the 90 ml of BPW, aliquots were streaked onto modified Charcoal-Cefoperazone-
Deoxycholate agar (mCCDA) plates and incubated under the same atmospheric conditions. Presumptive colonies were

enumerated as colony-forming units per gram (CFU/g) and subsequently confirmed by molecular profiling, using real-time PCR.
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For molecular detection, DNA was extracted from enrichment broth and bacterial isolates using a standard thermal lysis
protocol. An in-house real-time PCR assay was conducted for genus- and species-level identification, targeting the 16S rRNA
gene for Campylobacter genus, hipO gene for C. jejuni, the glyA gene for C. coli, and bipA gene for C. lari. Amplification reactions
were performed using specific primers and probes, with cycling conditions optimized for high sensitivity. The PCR approach was
employed as a complementary diagnostic tool to detect Campylobacter DNA in samples that yielded negative culture results,
thereby improving overall detection accuracy.

Quantitative data, including prevalence and bacterial load, were analysed descriptively using percentage distribution and
logarithmic transformation of CFU values. Ethical approval was not required for this study, as it involved only the collection of

environmental faecal samples and did not include any animal experimentation procedures.

RESULTS

Out of the thirty-nine faecal samples analysed, thirty-six (92.3%) tested positive for Campylobacter spp. through either culture or
PCR. Culture methods yielded sixty-three isolates, comprising thirty-two C. jejuni and thirty-one C. coli (Table 1).

The mean contamination load across positive samples was 4.7 + 0.9 log,o CFU/g, ranging from 2.0 x 102 to 1.3 x 108 CFU/g (Figure 1).
No significant differences in bacterial load were observed between laying and breeding farms.

PCR analysis confirmed all culture-positive samples and additionally detected positive results in three culture-negative samples,

demonstrating a higher analytical sensitivity compared to conventional methods.

DISCUSSION

The high prevalence of Campylobacter spp. observed in this study (92.3%) confirms that laying and breeding hens constitute an
important reservoir for this pathogen within the poultry production chain. This finding is consistent with reports from other
European countries, where asymptomatic carriage in poultry flocks remains a major challenge for food safety management (Al
Hakeem et al., 2022; Dermatas et al., 2023). Although birds generally show no clinical manifestations, their persistent intestinal
colonization results in continuous faecal shedding, leading to environmental contamination and facilitating pathogen
dissemination through equipment, litter, and personnel (Eriksson et al., 2023).

The nearly equal distribution of C. jejuni and C. coli detected among isolates suggests the coexistence of both species within the
same ecological niches (Sheppard & Maiden, 2015). Balanced prevalence highlights their adaptive flexibility to the avian
gastrointestinal environment and their ability to persist under farm conditions. This co-circulation pattern mirrors the
epidemiological scenario reported across European poultry systems, where C. jejuni often predominates in broilers while C. coli
remains common in layers and breeding flocks (El-Saadony et al., 2023).

The wide range of contamination loads detected —from 2.0 x 102 to 1.3 x 10° CFU/g, with an average of 4.7 + 0.9 log., CFU/g —
demonstrates the heterogeneous nature of faecal shedding among birds. This variability may reflect differences in animal age,
flock density, feed composition, and hygiene management, all of which are known to influence Campylobacter colonization
dynamics (Sibanda et al., 2018). The predominance of samples within the intermediate contamination range (3.3-5.3 log+, CFU/g)
indicates a moderate to high bacterial burden compatible with subclinical infection.

The combined use of culture and real-time PCR proved highly effective for pathogen detection. PCR confirmed all culture-
positive cases and additionally identified Campylobacter DNA in culture-negative samples, demonstrating the enhanced
sensitivity of molecular methods for detecting viable but non-culturable cells. These results underscore the importance of
adopting complementary diagnostic approaches to obtain a more accurate assessment of the microbiological status of poultry
farms.
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From a broader perspective, the persistence of Campylobacter within poultry systems continues to pose regulatory and economic
challenges. Despite the implementation of European hygiene criteria and reduction targets, contamination at the primary
production level remains a critical control point. Continuous surveillance programs supported by molecular tools can therefore
play a central role in verifying compliance with European Union food safety standards and reducing the pathogen’s burden along
the production chain.

The current study provides valuable baseline data for Portuguese poultry farms, but certain limitations should be acknowledged.
The absence of longitudinal sampling and molecular typing restricted the ability to trace infection sources and evaluate the
persistence of specific strains over time. Future research integrating genotyping, environmental monitoring, and assessment of
biosecurity interventions will be essential to elucidate Campylobacter transmission routes and identify effective mitigation
strategies.

Overall, these findings highlight the urgent need for a comprehensive, farm-to-fork approach combining preventive hygiene,

continuous monitoring, and molecular surveillance to effectively control Campylobacter in the poultry sector.

CONCLUSION

This study demonstrates a high prevalence of Campylobacter in Portuguese hen farms, confirming that poultry flocks act as
major reservoirs for this zoonotic pathogen even in the absence of clinical disease. The detection of Campylobacter in nearly
equal proportions reveals the ecological adaptability and persistence of these species within farm environments.

The integration of conventional culture and real-time PCR proved to be an effective strategy for the detection and quantification
of Campylobacter. This dual methodological approach for monitoring programs aimed to improving food safety and animal health.
These findings underscore the urgent need to reinforce farm-level biosecurity, implement systematic surveillance, and adopt
evidence-based control measures to minimize faecal contamination and reduce the pathogen load entering the food chain. Future
work should focus on longitudinal monitoring to better understand transmission dynamics, evaluate the effectiveness of
intervention strategies, and support compliance with European Union reduction targets for Campylobacter contamination in

poultry production.
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TABELAS E FIGURAS

Number of samples

2.3-3.3 3.3-4.3 4,3-5.3 5.3-6.3
Contamination range (log:o CFU/g)

Figure 1 - Distribution of Campylobacter contamination loads (log,, CFU/g) in positive faecal samples (n=36)

Table 1 - Prevalence of Campylobacter spp. isolates

Campylobacter species Number of isolates Percentage (%)
C. jejuni 32 50.8
C. coli 31 49.2
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RESUMO

A hiperqueratose do teto é considerada um indicador importante de bem-estar animal, influenciada por fatores relacionados
com a ordenha e com parametros morfo-fisiolégicos da vaca. Deve ter-se em consideracdo a incidéncia de patologias
provocadas por um maneio inadequado durante o processo de ordenha. Assim a hiperqueratose deve ser considerada como uma
preocupacao de bem-estar, de forma a permitir que os produtores evitem situacoes de desconforto, de dor, incluindo problemas
relacionados com a saude do ubere. O objetivo deste trabalho consistiu na avaliagao dos niveis de hiperqueratose dos tetos em
efetivos de vacas leiteiras. Visitaram-se dez exploragdes de bovinos leiteiros para realizagao de provas de estabulo, entre marco
e abril de 2025, tendo-se efetuado o TCM (Teste Californiano de Mastites) a cada vaca de acordo com a metodologia adaptada
de Ruegg e Reinemann (2002) e de seguida avaliou-se o grau de hiperqueratose na escala sugerida por Mein et al. (2001), em
quatro graus distintos N (sem anel), S (anel ligeiro), R (anel rugoso) e VR (anel extremamente rugoso). Informatizaram-se os
dados e realizou-se a estatistica descritiva através do Microsoft Excel. O nimero global de lactacdes por vaca foi de 2,4+1,4,
com valores médios de 187,8+125,4 dias em leite e 459.200 cél./ml. Constatou-se que a maioria das vacas monitorizadas (>85%)
resultaram em TCM de grau 0 (negativo), ou seja, sem infecao aparente da glandula mamaria. Para o grau 1 (fraco positivo) de
TCM a frequéncia oscilou entre 5 a 9%, com maior incidéncia nos quartos posteriores do Ubere. Para os graus mais gravosos de
TCM (2 (positivo) e 3 (forte positivo)) registaram-se entre 3,2% a 6% nos quartos anteriores e posteriores respetivamente.
Observaram-se niveis elevados de hiperqueratose, com mais de 87% dos tetos classificados em categorias positivas (S, R e VR).
A categoria S foi a mais representativa em todos os quartos, variando entre 46,8% no anterior esquerdo (AE) e 48,0% no
posterior direito (PD). A classificagdo R também apresentou valores expressivos, entre 27,8% no anterior direito (AD) e 29,9% no
posterior esquerdo (PE). Os valores de VR, grau de hiperqueratose mais gravoso, oscilaram entre 9,9% (PD) e 12,5% (AD e AE),
tendo os tetos anteriores evidenciado maior frequéncia nesta categoria. Ao efetuar a anélise da hiperqueratose por exploragao

constatou-se elevada prevaléncia em todos os efetivos, que se cifrou entre 63,2% (expl. 9) e 97,4% (expl. 5).

PALAVRAS-CHAVE

Vacas leiteiras, bem-estar animal, TCM, hiperqueratose do teto
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ABSTRACT

Teat-end hyperkeratosis is considered an important indicator of animal welfare, influenced by milking-related factors and by the
cow’s morphophysiological characteristics. The incidence of pathologies resulting from inadequate milking management should
be taken into account. Therefore, hyperkeratosis should be regarded as a welfare concern, enabling producers to prevent
situations of discomfort, pain, and udder health problems. The objective of this study was to evaluate teat-end hyperkeratosis
levels in dairy cattle herds. Ten dairy farms were visited between March and April 2025 to perform barn tests. The California
Mastitis Test (CMT) was carried out on each cow according to the methodology adapted from Ruegg and Reinemann (2002),
followed by the assessment of teat hyperkeratosis according to the scale proposed by Mein et al. (2001), which includes four
different grades: N (no ring), S (slight ring), R (rough ring), and VR (very rough ring). The data were computerized and descriptive
statistics were performed using Microsoft Excel. The overall number of lactations per cow was 2.4 + 1.4, with mean values of
187.8 + 125.4 days in milk and 459,200 cells/ml. The number of lactations is similar to that reported for dairy herds under milk
recording in Portugal (ANABLE, 2024). It was observed that the majority of monitored cows (>85%) had a CMT score of O
(negative), indicating no apparent mammary gland infection. For CMT grade 1 (weak positive), the frequency ranged between 5
and 9%, with higher incidence in the rear quarters of the udder. For the more severe CMT grades (2 - positive and 3 - strong
positive), values between 3.2% and 6% were recorded in the front and rear quarters, respectively. High levels of hyperkeratosis
were observed, with more than 87% of teats classified in positive categories (S, R, and VR). Category S was the most
representative in all quarters, ranging from 46.8% in the left front (LF) to 48.0% in the right rear (RR). Category R also showed
considerable values, ranging from 27.8% in the right front (RF) to 29.9% in the left rear (LR). The most severe hyperkeratosis
grade, VR, ranged from 9.9% (RR) to 12.5% (RF and LF), with front teats showing a higher frequency in this category. When
analysing hyperkeratosis by farm, a high prevalence was observed in all herds, ranging from 63.2% (farm 9) to 97.4% (farm 5).

Teat canal hyperkeratosis is an important animal welfare issue of multifactorial origin that should be monitored and prevented. It
is also a reliable and easy-to-apply indicator that can be included in animal welfare assessment protocols regarding udder health

in dairy cows.

KEYWORDS

dairy cows, animal welfare, CMT, teat-end hyperkeratosis
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INTRODUGAO

O setor dos bovinos leiteiros tem evoluido significativamente, no que se refere a produtividade por animal e na exigéncia dos
parametros de qualidade do leite cru, impondo maior rigor na monitorizacdo da satde da glandula mamaria. Neste contexto,
embora a mastite continue a representar a principal doenga com impacto econémico e sanitario no setor (Stanek et al., 2024),
outros indicadores complementares de satide do Ubere tém mostrado relevancia na prevencgao das principais patologias, assim
como no bem-estar animal.

O bem-estar animal representa uma das maiores preocupagoes dos consumidores, cada vez mais informados sobre os modos de
producao de produtos de origem animal, tendéncia que tem vindo a aumentar globalmente, contrariando o padrao da compra
que incidia apenas sobre a oferta e o preco do produto final, revelando uma crescente consciéncia ética no que concerne a
forma como os alimentos sdo produzidos.

Indicadores fisiolégicos, etoldgicos, produtivos e sanitdrios devem ser monitorizados e validados, bem como os seus
mecanismos bioldgicos subjacentes precisam ser adequadamente compreendidos, de forma a medir corretamente o bem-estar
animal (Rushen, 2003). Numa perspetiva global, a aplicacdo do protocolo Welfare Quality®, (2009) tornou-se pratica comum na
ultima década e permite sistematizar e integrar informacao, possibilitando identificar causas de bem-estar deficientes, que
levam a implementacdo de medidas corretivas e estratégias de melhoria, que provoquem efeitos praticos nas exploracoes
leiteiras.

A hiperqueratose carateriza-se pelo aparecimento de um anel espesso no orificio do teto, por vezes acompanhado de
rugosidade. Este disturbio é a resposta do canal do teto a traumatismos repetidos e altera a sua capacidade para se manter
completamente fechado e impedir a infe¢@o do tbere por microrganismos patogénicos (Neijenhuis et al., 2000). A sua expressao
pode variar desde alteragdes ligeiras da queratina superficial até espessamentos pronunciados, fissuras e deformacéo da
extremidade do teto (Neijenhuis et al., 2001). Graus mais severos de hiperqueratose tém sido associados a falhas na selagem do
canal do teto, retencao de sujidade e aumento do risco de colonizagdo microbiana, constituindo assim um possivel fator
predisponente para infecdes intramamarias (Pantoja et al., 2020).

Distintos mecanismos e causas tém sido indicados como responsaveis por esta alteracgao fisioldgica do canal do teto das vacas
leiteiras, que por sua vez se agrupam em trés classes de fatores: equipamento de ordenha, maneio na ordenha e carateristicas
do animal (Neijenhuis et al., 2000). O nivel de hiperqueratose do teto podera estar diretamente relacionado com as condicoes
especificas da maquina de ordenha, nomeadamente a intensidade de vacuo durante a ordenha e a pratica de sobreordenha.
Contudo fatores associados ao animal tais como, forma da extremidade, posicao e comprimento do teto, assim como producao
de leite e paridade revelaram igualmente relacdo com a calosidade do teto. A sobreordenha é percetivel ao ordenhador quando
se visualiza alteragéo da cor dos tetos e através do comportamento dos animais expresso, pela maior frequéncia de passos e
coices no final da ordenha.

Assim, a avaliacao sistemaética da hiperqueratose constitui um indicador util de desempenho de ordenha, de bem-estar animal e
de vulnerabilidade sanitdria, podendo auxiliar a identificacdo de praticas incorretas de maneio e permitir a implementagao
precoce de medidas corretivas. Niveis elevados de hiperqueratose afetam a condicao fisica da parte terminal dos tetos podendo
causar um aumento significativo na contagem de células somaticas, que afeta diretamente a qualidade do leite, causando
consequentes e significativas perdas a nivel econémico (Schukken et al., 2014).

Neste sentido, o presente estudo teve como principal objetivo avaliar os diferentes graus de hiperqueratose em vacas leiteiras
de dez exploragdes do Norte de Portugal, durante a rotina de ordenha, relacionando a sua distribuicdo com caracteristicas
produtivas e sanitarias dos animais. Esta andlise pretende contribuir para a compreensao da expressao da hiperqueratose em

condigoes reais de producao e reforgar a sua aplicabilidade como ferramenta pratica na monitorizagao da satde do Ubere.
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MATERIAL E METODOS

Recolheram-se dados em dez exploracgodes leiteiras situadas no concelho de Barcelos, de acordo com os programas de visita das
provas de estabulo realizadas pelo SEGALAB. Todas com sistema de ordenha mecanica convencional, especificamente com sala
de ordenha em espinha, tendo permitido uma metodologia de recolha de dados mais uniforme. Avaliaram-se 558 vacas em
lactacao, tendo sido cada animal observado individualmente nos quatro quartos mamarios.

O Teste Californiano de Mastites foi realizado em todos os quartos mamarios, utilizando uma raquete prépria e reagente
especifico de acordo com a metodologia adaptada de Ruegg e Reinemann (2002). Apds a recolha de uma pequena quantidade
de leite de cada quarto, adicionou-se o reagente, procedendo-se de seguida a homogeneizagcédo da mistura. A interpretacao dos
resultados baseou-se na observagao da formagao de gel ou alteragdes de viscosidade, permitindo efetuar a classificacdo em O,
1,2 e 3, conforme o grau de espessamento da mistura.

A avaliacdo de hiperqueratose do teto foi realizada, durante a rotina de ordenha, imediatamente antes da colocacao das
unidades de ordenha. A observacgao foi feita em ambiente seco e com iluminagdo adequada, permitindo uma inspecéao visual
clara da extremidade de cada teto. Nos casos em que a luminosidade natural ndo era suficiente, foi utilizada uma lanterna
portatil para assegurar uma avaliacdo precisa das estruturas anatémicas. Para efeitos deste estudo, foi adotado o sistema de

classificacéo proposto por Mein et al. (2001), que categoriza a hiperqueratose em quatro niveis, conforme a figura 1.

Todos os dados obtidos nas visitas de campo foram registados e validados em ficheiro Excel para posterior realizacdo de
tratamento estatistico. Este foi realizado com base no Microsoft Excel e o SPSS para o Windows versao 29 (SPSS.Inc.). Para
determinar o efeito da fase de lactagao na CCS utilizou-se o modelo ANOVA e o teste de comparacao de médias Tukey.

O estudo teve como objetivo avaliar parametros relacionados com a saude do Ubere, na quantificacao aproximada da contagem
de células sométicas pela realizacdo do TCM e ocorréncia de hiperqueratose dos tetos, pardmetros de grande relevancia da

qualidade do leite e simultaneamente do bem-estar das vacas leiteiras.

RESULTADOS

A caraterizagao dos parametros produtivos e sanitarios dos efetivos avaliados encontra-se descrita na Tabela 1. Observou-se
um numero médio de lactagdes por vaca de 2,4*1,4 com valores minimos de 1 e maximos de 9 lactagdes. Os dias em leite
apresentaram uma média de 187,8%125,4 dias, enquanto o valor de CCS foi de 459.200 células/ml, com uma grande
variabilidade entre animais.

A distribuicao das vacas por ordem de lactacao evidencia uma predominancia das duas primeiras lactagdes, representando mais
de metade do efetivo estudado (58,6%). A categoria da primeira lactacado corresponde a 30,8% das vacas, seguida pela
segunda com 27,8%. A percentagem decresce progressivamente nas lactagdes mais avancadas, sendo de apenas 7,3% das
vacas na quinta ou superiores lactagoes (Figura 2).

Os resultados do Teste Californiano de Mastites (TCM) que se encontram descritos na Tabela 2, demonstram que a maioria dos
tetos avaliados ndo possuem infegdo, tendo-se classificado no grau zero (0) de TCM, com frequéncias elevadas em todos os
quartos: PD (85,5%), PE (87,4%), AD (89,9%) e AE (91,3%). A distribuigao pelos graus 1, 2 e 3 revela uma redugao progressiva na
frequéncia de casos positivos, sendo que o grau 1 apresenta os valores mais elevados entre os graus positivos, sobretudo no PD
(8,6%) e PE (7,6%). Os tetos AD e AE registaram percentagens inferiores, especialmente no grau 3, que representa o menor
numero de ocorréncias em todos os tetos, com destaque para AE (0,9%). E possivel observar resultados positivos de TCM (graus

1a 3), com valores mais elevados nos tetos PD e PE com 14,6% e 12,6% respetivamente.
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A hiperqueratose revelou uma elevada prevaléncia na extremidade dos tetos, conforme apresentado na Tabela 3. Observou-se
mais de 87% dos tetos classificados em categorias positivas, tendo sido a classificacdo S a mais frequente em todos os
quartos, variando entre 46,8% (AE) e 48,0% (PD). A classificacdo R também apresentou valores expressivos, entre 27,8% (AD) e
29,9% (PE). Os valores de VR tiveram menor incidéncia, oscilando entre 9,9% (PD) e 12,5% (AD e AE). A proporcéo de tetos sem
lesoes (N) foi reduzida em todos os quartos, com os tetos anteriores a registarem os valores mais baixos 11,8% (AD) e 11,3% (AE).
Globalmente, verificou-se uma maior predominancia desta patologia nos tetos anteriores, com percentagens ligeiramente
superiores aos tetos posteriores. Nao se observou uma relacao direta entre os grau mais elevado de TCM com a hiperqueratose
nem com a CSS, que pode ficar a dever-se a baixa incidéncia de TCM mais elevados nos animais em estudo.

Quando se analisou a distribuicdo da hiperqueratose por exploracdo, constatou-se uma elevada prevaléncia de tetos com
hiperqueratose na maioria das mesmas. As percentagens de tetos afetados oscilaram entre 63,2% (exploragao 9) e 97,4%
(exploracao 5). As exploracgdes 5, 7, 8 e 10 destacam-se com os valores mais elevados, situando-se todas acima de 93% para
esta patologia (Figura 3).

Por ultimo e de acordo com a Tabela 4, é possivel constatar que nao se observou efeito (P>0,05) da fase de lactagao nos valores
de CCS. No entanto, identificou-se uma tendéncia de aumento da CCS a partir dos 180 dias de lactagao (4® fase de lactagao),

evidenciada pela média mais elevada de CCS (645.400 células/ml).

DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos para o Teste Californiano de Mastites (TCM), que revelaram uma elevada proporcao de tetos
classificados com grau 0, sugerindo auséncia de inflamacao aparente na maioria dos quartos mamarios. Observou-se que 74,7%
das vacas apresentaram valores iguais ou inferiores a 200.000 células/ml, critério considerado indicativo de saude do Ubere e
auséncia de infecoes intramamarias. Haxhiaj et al., (2022) e Ramuada et al., (2024) sustentam que valores abaixo deste limiar
sao pouco sugestivos de mastite subclinica, reforcando a fiabilidade do TCM como ferramenta de triagem eficaz e fiavel.

Apesar da predominancia de resultados negativos, os valores obtidos indicam também a existéncia de tetos com graus de TCM
entre 1e 3, sobretudo nos tetos posteriores, onde o grau 1 se destacou com valores de 8,6% no teto posterior direito (PD) e 7,6%
no esquerdo (PE). A andlise detalhada revelou ainda que os tetos posteriores apresentaram percentagens mais elevadas de

totais positivos, PD e PE, que registaram 14,6% e 12,6%, respetivamente.

Este padrao é cientificamente previsivel e amplamente descrito na literatura, sendo atribuido ao posicionamento anatémico dos
tetos posteriores e a sua maior exposicdo ao vacuo no final da ordenha, ao contacto direto com as camas, fezes e piso da sala de
ordenha, fatores que favorecem a contaminagao por microrganismos ambientais (Ruegg e Reinemann, 2002 e Stanek et al,,
2024).

A hiperqueratose do canal do teto € um problema relevante na populagédo estudada, uma vez que apenas 12% dos tetos nao
revelaram qualquer tipo de sintoma e por outro lado observou-se que, entre 10 a 12% revelaram hiperqueratose considerada
grave. Observou-se uma prevaléncia muito elevada desta patologia, com mais de 87% dos tetos classificados em graus
positivos (S, R e VR). Este resultado indica que a hiperqueratose é uma condicdo amplamente disseminada nas exploracoes
estudadas, podendo refletir praticas de ordenha pouco ajustadas ou padrbes repetitivos de estimulo mecéanico sobre a
extremidade dos tetos. A predominancia da classificacdo S sugere que, apesar de frequente, grande parte dos casos assume
baixa gravidade para as vacas. Contudo, a presenca de graus mais severos (VR), sobretudo nos tetos anteriores, pode estar
associada a diferencas anatémicas e ao posicionamento do conjunto de ordenha, que pode exercer pressao desigual entre

quartos mamarios durante a ordenha
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Estes resultados vao de encontro ao descrito por Pantoja et al. (2020), quando afirmam que graus severos de hiperqueratose
estdo associados a maior risco de mastite clinica e subclinica. Os autores mostram que todos os estudos analisados que
avaliaram mastite clinica detetaram associacao positiva com hiperqueratose severa, reforcando a importancia desta patologia
como indicador sanitario.

Observou-se também uma grande variabilidade de resultados entre exploragoes, o que de certa forma vem dar consisténcia ao
referenciado por Shearn e Hillerton (1996), quando mencionam que os niveis de incidéncia de hiperqueratose entre exploracoes
e na propria exploracéo leiteira € muito varidvel, podendo em alguns casos mais extremos atingir 80% do efetivo, sendo mais
comum em exploracgoes leiteiras com elevadas producgdes associado também a longos periodos de ordenha.

Para Cardozo et al. (2025) ndo existe uma relagao direta e estatisticamente significativa entre hiperqueratose e microrganismos
causadores de mastite, no entanto observaram uma tendéncia de maior presenc¢a de microrganismos ambientais em tetos com
niveis mais elevados de hiperqueratose. Segundo estes autores, esta tendéncia sugere que a hiperqueratose pode atuar como
superficie de retencao de sujidade, favorecendo colonizacdo bacteriana externa e potencial risco inflamatdrio secundario.

Deste modo, os resultados obtidos neste estudo reforgam a relevancia da hiperqueratose como indicador de salde do Ubere. A
elevada proporcao de tetos com hiperqueratose, mesmo quando nao associada diretamente a mastite, pode representar um
risco progressivo, tal como sugerido por Cardozo et al. (2025). E a semelhanga do indicado por Pantoja et al. (2020), os casos
mais severos merecem atengao especial, pois estdo associados a maior probabilidade de infecdes intramamarias.

No que respeita a fase de lactagao, revelou importancia na variagao dos niveis de CCS. Verificou-se que vacas nos primeiros 60
dias de lactacao apresentaram uma média de 372.900 células/ml, valor que diminui para 242.800 células/ml entre os 61 a 120
dias. Esta redugao inicial podera estar associada a maior vigilancia durante o inicio da lactagao e a menor exposicao acumulada
a fatores de risco. Contudo, a partir dos 180 dias em leite (4* fase de lactacao), observou-se um aumento importante da CCS,
atingindo uma média de 645.400 células/ml. Esta tendéncia foi também descrita por Antanaitis et al. (2021) e por Sandrucci et
al. (2014), que relatam uma diminuicdo da atividade imunolégica local a medida que a lactacdo avanca, bem como para
alteracoes fisiolégicas na composicao do leite, nomeadamente na concentracé@o de lactose, gordura e proteina que afetam a
qualidade do leite.

Ainda existe bastante trabalho a ser desenvolvido, no sentido de corrigir praticas de maneio e desregulagoes da maquina de
ordenha que estejam na origem da hiperqueratose. Estes resultados também demonstram que o potencial de melhoria da saude
do Ubere destes efetivos ndo estd esgotado e que a vigilancia da hiperqueratose pode resultar em melhor prevencao de

mastites e, consequentemente no bem-estar das vacas leiteiras e no aumento da rentabilidade das exploragdes.

CONCLUSOES

Embora na maioria das vacas o grau de TCM tenha sido baixo (classificagdo 0), indicando auséncia de infecao aparente, a
presenca de estadios moderados e severos evidencia um potencial risco sanitério, associado ao nivel de sujidade da glandula
mamaria, maior exposicao microbiana e possivel predisposicdo para mastite. A hiperqueratose por sua vez revelou elevada
prevaléncia, com cerca de 87% dos tetos classificados em graus positivos, no entanto os graus mais severos desta patologia
cifraram-se entre 10 a 13%, com maior preocupacao nos tetos anteriores. A hiperqueratose do canal do teto € um problema de
bem-estar importante, de origem multifatorial que importa monitorizar e prevenir, sendo igualmente um indicador fidvel e de
facil aplicacao para inclusdo nos protocolos de avaliagdo de bem-estar ao nivel da saide do Ubere em vacas leiteiras. Futuras
investigacoes devem focar-se na severidade da lesdo, associada aos procedimentos de ordenha, permitindo desenvolver

medidas preventivas mais eficazes.
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TABELAS E FIGURAS
Figuras

Pontuacio Descricao Ilustracio

Hiperqueratose inexistente: extremidade do
N teto suave, sem anel visivel, com um orificio
pequeno e uniforme.

Extremidade do teto com anel ligeiro a
S moderado. A superficie do anel pode ser
suave ou ligeiramente dura, no entanto nao
hé deposicao evidente de queratina.

R Extremidade do teto com anel rugoso e
espessamentos de queratina de 1 a 3 mm.

Hiperqueratose severa: extremidade do teto
com anel extremamente rugoso, com
VR espessamentos de queratina > 4 mm. O anel
que se forma é dspero e com varias rachas,
dando a extremidade do teto a aparéncia de
uma flor.

Figura 1- Sistema de classificacao da hiperqueratose dos tetos (Mein et al., 2001)
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Figura 2 - Distribuicao do efetivo estudado de acordo com a ordem de lactagoes
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LEITEIRAS DE BARCELOS
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Figura 3 - Percentagem de tetos com niveis de hiperqueratose por exploracao
Tabelas
Tabela 1- Estatistica descritiva dos parametros produtivos das exploragées em estudo)
Parametros MédiatDP Minimo Maximo CV (%)
N LactacOes 2,4+1.4 1 9 55,8
Dias em leite (DEL) 187,8+125,4 5 615 66,8
CCS (x1000 cél/ml) 459,2+1550,6 4 18909 337,7
Tabela 2 - Frequéncia de resultados de TCM nas exploragoes em estudo (%)
TCM PD PE AD AE
0 85,5 87,4 89,9 91,3
1 8,6 7,6 7,0 5,3
2 3,0 2,0 1,7 2,4
3 3,0 3,0 1,5 0,9
Total positivos 14,6 12,6 10,2 8,6

TCM -teste californiano de mastites; PD -posterior direito; PE -posterior esquerdo; AD -anterior direito; AE -anterior esquerdo
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REALIZAGAO DO TESTE CALIFORNIANO DE MASTITES E AVALIAGAO DE HIPERQUERATOSE EM EXPLORAGOES DE VACAS
LEITEIRAS DE BARCELOS

Tabela 3-Frequéncia de hiperqueratose nas exploragoes em estudo (%)

Hiperqueratose PD PE AD AE
N 12,5 12,5 11,8 11,3
S 48,0 47,3 47,8 46,8
R 29,6 29,9 27,8 29,4
VR 9,9 10,2 12,5 12,5
Total positivos 87,5 87,5 88,2 87,7

N-sem anel; S-anel ligeiro; R-anel rugoso; VR -anel extremamente rugoso

Tabela 4 -Efeito da fase de lactacao na CCS do tbere (x 1000)

Fase lactacdao N Média :DP Minimo Maximo CV (%)
1-60 97 372,9+1131,7 4 6574 303,5
61-120 102 288,0+718,5 5 5328 249,5
121-180 102 242,8+476,3 7 3041 196,2
2180 257 645,4+2118,5 4 18909 328,2

Sig. NS
Total 558 459,1+1565,1 4 18909 340,9

Sig.: Nivel de significancia: NS-Nao significativo
CCS-Contagem de Células Somaticas
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FOOD SAFETY ASSESSMENT OF FRANCOLIN (PTERNISTIS BICALCARATUS) IN SOUTHERN BENIN: PHYSICO-CHEMICAL
AND MICROBIOLOGICAL CHARACTERIZATION

Food safety assessment of Francolin
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ABSTRACT

Francolin (Pternistis bicalcaratus) bushmeat is widely consumed in Benin, but limited scientific data exist regarding its hygienic
quality and nutritional value. This study assessed the microbiological status, physicochemical parameters, and nutritional
characteristics of francolin meat. The microbiological and physicochemical analyses were done by using ISO standards, and the data
were analyzed using SAS software. The TAC values were high (28 log CFU/g) in both markets, reflecting poor hygiene and delayed
processing. Enterobacteriaceae and E. coli counts were significantly higher in Tégon, consistent with the dry-plucking method used
there, whereas scalding and plucking in Allada contributed to lower fecal contamination. Still, Salmonella spp and Listeria
monocytogenes were not detected. The biogenic amines level revealed a significant difference between the markets: tryptamine with
16.51 mg/kg in Tegon, while in the Allada market was 0.05 mg/kg, also, the Biogenic Amine Index (282.8 mg/kg) was markedly higher
in Tegon compared to Allada (121.58 mg/Kg), which indicates advanced microbiological and biochemical deterioration, especially in
Tegon market. Nutritionally, francolin bushmeat showed a lean profile with very low fat (1.75-2.21 g/100 g), high protein (24.65-25.56
g/100 g), moderate energy (116-123.6 kcal/100 g), and low NaCl (0.03-0.08 g/100 g). Fatty-acid composition differed between
markets: Allada samples were richer in MUFA, while Tégon samples contained significantly higher PUFA (32.6g/100 g vs 24.0 g/100
g). The PUFA/SFA ratio was favorable in both markets, particularly in Tegon (0.86). Francolin meat combines a highly desirable
nutritional profile. However, its microbiological status and elevated levels of biogenic amines indicate substantial hygiene
deficiencies along the handling chain. Improving slaughter hygiene, reducing holding time, and ensuring adequate temperature

control are essential to make francolin meat safer for consumers.

KEYWORDS

Francolin, bushmeat, microbiological quality, biogenic amines, nutritional composition, food safety
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INTRODUCTION

The francolin (Pternistis bicalcaratus), a highly valued wild terrestrial bird, is one of the most commonly consumed game birds in
the West African savannah zone. In Benin, its meat is widely eaten in rural and peri-urban communities where demand for
bushmeat remains high (Ahouanse et al., 2025). This is partly due to the limited accessibility and higher cost of conventional
livestock products, making bushmeat an important contributor to dietary protein supply (Nasi & Fa, 2015).

Global population growth continues to exert pressure on food systems. Boulos et al. (2020) estimate that the global need for
animal protein could rise by nearly 50% between 2020 and 2050. Although current discussions on alternative proteins are
largely centered on plant-based, microbial, insect-derived, and cultured-protein technologies (Jafarzadeh et al., 2024), bushmeat
remains a culturally embedded and nutritionally valuable option in many African contexts. However, the capture, slaughter,
transport, and retail of bushmeat raise serious concerns regarding both food safety and biodiversity conservation. From a public-
health perspective, the absence of regulated slaughtering conditions, weaknesses in cold-chain logistics, and often inadequate
post-slaughter handling favor microbial contamination and physicochemical degradation of the meat. Several African-based
studies highlighted the presence of pathogenic bacteria in bushmeat, such as Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and
Salmonella spp., and documented spoilage and quality losses (Ahouanse et al., 2023; Ikeh et al., 2021). Concurrently, from a
conservation standpoint, many wild-harvested species face overexploitation. Bushmeat extraction without sustainable
management decreases wildlife populations and ecosystem integrity, therefore compromising the long-term availability of this
protein source (Nielsen, 2006). Additionally, the notion of domestication or semi-domestication of bushmeat species (as a
complementary strategy) is increasingly discussed in the literature as a way to reduce hunting pressure, guarantee species
conservation, and ensure a more controlled food-supply chain with safer meat (Adebowale et al.,, 2024). Given the dual
importance of bushmeat as a nutritional and livelihood resource and its vulnerability from both food safety and biodiversity
standpoints, it is essential to characterize the quality of the bushmeat sold and consumed in Benin. Yet, despite growing demand
for francolin meat, there is limited scientific evidence concerning its microbiological status and physicochemical quality. This
study assesses the microbial characteristics and nutritional composition of Francolin meat from two distinct regions of the
Republic of Benin. An assessment was conducted on current pathogens and biogenic amines to evaluate their harmful effects on

consumers and their role as spoilage indicators.

MATERIALS AND METHODS

Sampling collection area and processing conditions

The sampling was performed in southern Benin, on two main bushmeat markets, Tégon and Allada, (Figure 1). The Tégon
bushmeat market is situated in Zogbodomey, within the Zou district, whereas the Allada meat market is in the Atlantic district.
Both districts border the Lama Forest, one of the largest remaining forests in southern Benin, which serves as a major source of
wildlife for these two important bushmeat markets. Tegon market primarily receives Francolin (Figure 1) from Lama, whereas
Allada market is supplied not only from Lama but also from Ouedo, Djigbe Forest, and Zinvié. Hunters sell francolins originating
from the Lama Forest at designated market points to traders and, in some cases, directly to consumers for household use.
Francolins (Figure 2 A) from these multiple areas are transported to processing locations primarily by two-wheeled vehicles,

frequently wrapped in paper or plastic bags. Most carcasses reach the markets within 2 to 12 h post-mortem.
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Tegon Market Processing conditions for Francolin bushmeat

Francolins can be sold without further processing at the Tegon market, although the majority are submitted to manual
processing steps before selling. The initial step involves manual defeathering. After the carcasses are rinsed with clean water, a
second rinse is done with fresh or reused water. The rigor of washing differed among operators. Evisceration is performed with a
longitudinal incision along the thoracoabdominal axis to remove internal organs, on makeshift surfaces such as cereal bags,
teak leaves, wooden planks, or basins. The francolin carcasses are washed again, after which they are spread out (Figure 2 B),
which helps to create a more uniform presentation for subsequent culinary processing. The majority of francolin carcasses
continue through the rest of the process, while some are stored in the freezer at this stage. Pricing is determined by a visual
appraisal of perceived meat quantity and quality rather than carcass weight. Sampling for the present study was conducted at

this stage of processing.

Processing conditions of Francolin bushmeat at Allada Market

After the reception, the animals were prepared by having their feathers removed. The francolin carcass was soaked in boiling
water, and the feathers were removed manually. The skinned carcasses were subsequently washed with either clean water or
water previously used to wash other carcasses. Evisceration was then performed in basins or buckets through a
thoracoabdominal incision to remove the internal organs. After this step, the carcasses were rewashed and stored in insulated

boxes filled with ice when there were too many carcasses. Sampling for the present study was conducted at this stage.

Sampling Collection

Eight raw half-carcasses of francolins (Pternistis bicalcaratus) were collected from bushmeat vendors operating in each market,
Tegon and Allada. All samples were aseptically placed in sterile bags and immediately transported in insulated containers with
ice packs. Upon arrival, samples were stored at -12 °C, subsequently transferred to the laboratory in containers filled with dry

ice, and preserved at —-80 °C until further analyses.

Microbiological Analysis

Meat (25g) was aseptically collected from each sample and prepared according to ISO 6887-1:2017. Tenfold serial dilutions
were prepared for microbiological enumeration.

Total aerobic counts (TAC) were determined on Plate Count Agar (PCA; Scharlau, Spain) after incubation at 30 °C for 72 h (ISO
4833-2:2013). Enterobacteriaceae were enumerated on Violet Red Bile Dextrose Agar (VRBD; Scharlau, Spain) at 37 °C for 24 h
(ISO 21528-2:2017), while Escherichia coli was quantified on Tryptone Bile X-Glucuronide (TBX; Scharlau, Spain) following
incubation at 44 °C for 24 h (ISO 16649-2:2001). Detection of Salmonella spp. involved pre-enrichment in buffered peptone
water (37 °C, 18-20 h), selective enrichment in MKTTn (Muller-Kauffmann modified, Sharlau, Spain) and RVS (Rappaport
Vassiliadis, Sharlau, Spain) broths (37 °C, 24 h), and isolation on XLD and Hectoen agars (Sharlau, Spain), with confirmation
according to ISO 6579-1:2017. Listeria monocytogenes was detected through primary and secondary enrichment in Fraser
broths, followed by plating on ALOA agar (bioMérieux, Inc., Marcy l'Etoile, France) and incubation at 37 °C for 48 h, with
confirmation according to the guidelines of ISO 11290:2017. Enumeration was performed by direct plating of 0.5 ml of each
mother solution on ALOA, with results expressed as log CFU/g after biochemical confirmation. All microbial counts were

converted to logarithms of colony-forming units (log CFU/g).
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Physico-chemical Analysis
Water activity (a,), pH and color

Water activity (a,) was measured on triplicate using a Rotronic Hygropalm HP23-A/HP23-AW-A hand-held hygrometer
(Rotronic AG, Bassersdorf, Switzerland). pH was measured with an HI 2002-03 pH meter (Hanna Instruments, Italy). The average
was calculated from three measurements.

The color (lightness (L*), redness (a*), and yellowness (b*) coordinates) was measured on triplicate on homogenized samples
using Konica Minolta CR-400/410 tristimulus colorimeter, with an illuminant D65, 2° observer angle, 11 mm illumination

aperture, and 8 mm measurement aperture. The average of L*, a* and b* values was used for statistical analysis.

Nutritional parameters

Total nitrogen content was determined using the Kjeldahl method according to ISO 5983-1:2005. Crude protein content was
calculated from total nitrogen using a conversion factor of 6.25. Total fat content was determined using the Soxhlet extraction
method (ISO 1443:1973). Chloride content was measured by hot extraction according to ISO 1841-1:1996.

Fatty acid composition was assessed using the method outlined by Alves et al. (2015). Fatty acid methyl esters (FAME) were
prepared and quantified as described by the author. The identification of individual FAME was achieved by comparison of
retention times with those of commercial standards (37-component FAME mix; Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA). Results were

expressed as a percentage of total fatty acids (g/100 g total FA).

Biogenic amine determination

Biogenic amines (BAs), including tryptamine, 2-phenylethylamine, putrescine, cadaverine, histamine, tyramine, spermidine, and
spermine, were extracted, derivatized, and quantified in the analyzed samples following the procedure described by Alves et al.
(2017). Results were expressed as mg/kg of biogenic amines. All samples were analyzed in duplicate. The limits of detection
(LOD) ranged from 0.04 to 0.21 mg/kg, while the limits of quantification (LOQ) ranged from 0.09 to 0.62 mg/kg.

Statistical Analysis

The effect of market on total aerobic counts (TAC), Enterobacteriaceae, water activity (aw), pH, color parameters (L*, a*, b*),
crude protein, total lipid content, fatty acid profile, and biogenic amine concentrations was assessed using the General Linear
Model implemented in SAS software (PROC GLM; SAS Institute Inc., version 9.4). Model assumptions were evaluated by
examining the normality of residuals using the Shapiro-Wilk test (PROC UNIVARIATE) and the homogeneity of variances using
Levene’s test. When these assumptions were violated, suitable data transformations or non-parametric alternatives were
applied, as specified in the corresponding results. Comparisons between the two markets were performed using one-way
analysis of variance (ANOVA). Statistical significance was established at p < 0.05. Data are reported as mean * standard error

(SE), and the sample size (n) for each market is indicated for all analyses.
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RESULTS

Spoilage of francolin meat from Tegon and Allada Market

The microbiological load for total aerobic counts (TAC) of francolin meat samples was not different when coming from the
Tegon or Allada markets (Tablel). Nevertheless, the TAC was very high in samples from both markets, reaching 8.05 log CFU/g
in Tegon and 8.16 log CFU/g in Allada. The counts of Enterobacteriaceae were significantly higher in francolin meat in Tegon
(5.47 log CFU/g) compared to Allada (3.68 log CFU/g). The E. coli loads were also higher (p<0.05) in francolin meat from Tégon
(4.09 log CFU/g).

The water activity (a,) and the pH of Francolin meat were similar in Tégon and Allada markets (p>0.05) (Table 2). The water
activity in Francolin meat was 0.95. The Francolin meat pH from Tégon market was similar to that of meat from Allada (5.99).
The color of Francolin raw meat didn’t show a significant difference between the different origins (p>0.05). Only the L* value
showed a significantly higher difference in Allada francolin meat compared to Tégon francolin meat.

The Biogenic amine levels in Francolin meat in Tégon and Allada markets are presented in (Table 3). The level of
phenylethylamine, putrescine, cadaverine, and spermidine was similar on meat coming from the two markets (p>0.05). The
content of tryptamine, histamine, tyramine, spermine, and the biogenic amine Index showed a significant difference between

the francolin meat from Tégon and Allada (p“0.05).

Nutrition value of francolin meat from Tégon and Allada Market

The calculated Energy in francolin raw meat from the Allada market (123.63 kcal/100g) was significantly higher than from the
Tegon market (116.0 kcal/100g) (Table 4). The NaCl levels were low and showed a slightly significant difference in francolin
meat between Tegon Market (0.08 g/100g) and Allada Market (0.03g/100g). Total fat and crude protein were similar on francolin
meat from the different markets. Table 5 presents the fatty acid composition of francolin bushmeat. In general, there was
significant variation in some fatty acids in Francolin bushmeat across markets (p < 0.05). The predominant fatty acid was
saturated fatty acids (SFA) (39.92-38.55), followed by the Polyunsaturated fatty acid (PUFA) (32.58-23.18) and
monounsaturated fatty acid (MUFA) (28.87-36.05). The predominant fatty acids identified were palmitic acid (C16:0; 22.30-
26.59) and stearic acid (C18:0; 11.33-13.86) among saturated fatty acids (SFA), oleic acid (26.64-32.91) as the major
monounsaturated fatty acid (MUFA), and linoleic acid (C18:2n-6; 16.65-21.48) as the principal polyunsaturated fatty acid (PUFA).

DISCUSSION

Spoilage of francolin meat from the Tégon and Allada markets

The microbial load was high in both markets for raw francolin bushmeat. The TAC mean was (=8 log CFU/g) in the different
markets; this result is higher than that found by Cordero et al. (2019) in wild pigeons in Spain (2.90 log CFU/g, Table 1). Above
approximately 6 to 7 log CFU/g, meat begins to show signs of sensory deterioration and/or increased health risks (Abdullah et
al., 2025). The high level of TAC in this study is probably caused by failures in hygiene during the processing of slaughtering and
post-slaughtering. The transportation and processing methods applied in both markets were broadly similar and conducted
under unsanitary conditions, thereby increasing the risk of microbial contamination (Korkmaz et al., 2022). Studies have shown
that high ambient temperatures and delayed carcass processing, inadequate handling during transport or slaughter, lack of
chilling and hygienic slaughtering surfaces, contribute to meat spoilage by promoting bacterial growth, increasing surface

contamination, and altering physicochemical parameters (Kenaw et al., 2024).
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The Enterobacteriaceae loads in francolin meat were significantly high in Tegon market (5.47 log CFU/g). The E. coli loads were
not significantly high; however, in Teégon market, the load remained high (4.09 log CFU/g) compared to Allada market (2.83 log
CFU/g). Such results are strong indicators of fecal contamination and poor process hygiene (Belluco et al., 2016). The high loads
of Enterobacteriaceae and E. coli are probably due to the method of defeathering in Tégon market, which is made by simply
plucking the feathers by hand, whereas at Allada market, the francolin carcass is first immersed in boiling water (scalding)
before the feathers are plucked. This immersion of the carcasses in boiling water probably reduces the presence of fecal
bacteria on carcasses (Langkabel et al., 2023; Zhang et al., 2013). This difference can also be related to the time-to-processing
and the ambient exposure. In the different samples analyzed, the pathogenic Listeria monocytogenes and Salmonella spp, were
not detected in 25g of sample. Overall, the consumption of the francolin bushmeat should be done with good culinary practices
to keep the meat sensory and avoid the development of potential microbial hazards.

The water activity values measured in francolin meat from both markets were identical (a,, = 0.95, Table 2), Similar levels of
water activity have also been reported by Gumus and Gelen (2023) and Orkusz et al., (2024) in chicken drumstick and turkey
meat, respectively, and are known to support the growth of spoilage and pathogenic microorganisms when adequate
temperature control is not maintained. The pH values obtained in this study (5.98-5.99) fall within the range generally reported
for post-rigor poultry and other meats of normal quality, which typically show ultimate pH values between 5.6 and 6.0 (Li et al.,
2019).The color parameter lightness was significantly different between markets, with francolin meat from Allada being lighter
(L* = 64.18) than that from Tegon (L* = 53.31).

Some studies on poultry breast meat have shown that higher L* values are associated with paler meat and are often linked to
differences in muscle pH, water-holding capacity, and drip loss (Garcia et al., 2010). Moreover, storage and surface exposure
can increase L* values over time, reflecting changes in surface moisture and protein structure (Kot vel tawecka et al., 2019). The
lower lightness in Tegon compared with Allada may also reflect differences in bleeding, carcass handling, exposure, and display
conditions between markets.

The concentrations of biogenic amines (BAs, Table 3) measured in francolin meat reveal clear differences between markets,
indicating variations in freshness, hygiene, and handling practices. The level of tryptamine in Allada (0.05 mg/kg) is consistent
with the very low concentrations reported in chicken breast and leg meat by Wojcik et al. (2023). However, the tryptamine level
found in the Tegon market (16.51 mg/kg) was extremely high. This situation is likely related to differences in handling
procedures between markets, including factors such as storage temperature, duration of exposure in ambient temperature, and
overall sanitary conditions (Wojcik et al., 2023). Similarly, the tyramine level at Tegon (187.52 mg/kg) is significantly higher than
that of Allada (109.85 mg/kg). This high level of tyramine is comparable to that found by Lazaro et al. (2015) in duck meats (135
mg/kg). Esposito et al. (2022) noted that tyramine concentrations in chicken meat reached 200 mg/kg after 15 days at 4°C.
Although the values found in francolin meat remain below those observed in severely deteriorated poultry products, they
nevertheless highlight differences in post-slaughter handling between markets. Endogenous polyamines, such as spermidine
and spermine, showed limited variation between markets, which aligns with their relatively low sensitivity to post-mortem
microbial changes (Liu et al.,, 2024). The higher spermine content observed in Allada is likely attributable to physiological
variations among animals rather than spoilage. The diamines putrescine and cadaverine, although higher at Tégon, did not differ
significantly between markets. Their presence remains relevant as spoilage indicators and can potentiate the effects of
histamine (Schirone et al.,, 2022). Histamine, which was significantly higher at Tegon (5.58 mg/kg), remains below toxic
thresholds. The Biogenic Amine Index (BAI) reinforces the observed quality differences between markets, with markedly higher
values recorded at Tegon (282.8 mg/kg) compared to Allada (121.6 mg/kg). Several studies on meat and poultry indicate that
BAIl values exceeding 50 mg/kg are generally associated with reduced hygienic quality and increased microbial activity (Wdjcik
et al.,, 2022). In this context, the elevated BAI measured at both markets, particularly at Tégon, suggests lower freshness and a
more advanced stage of biochemical and microbial degradation. On the other hand, biogenic amines are produced through the
decarboxylation of amino acids by specific bacteria, some are members of the Enterobacteriaceae family (Fraqueza et al., 2012;
Schirone et al., 2022).

Revista Portuguesa de Zootecnia 01/2025




FOOD SAFETY ASSESSMENT OF FRANCOLIN (PTERNISTIS BICALCARATUS) IN SOUTHERN BENIN: PHYSICO-CHEMICAL
AND MICROBIOLOGICAL CHARACTERIZATION

The microbiological analyses revealed markedly elevated Enterobacteriaceae counts in meat from Tegon, which likely
contributed to the high levels of biogenic amines index observed in these samples. These findings are consistent with previous
reports highlighting the strong relationship between high BAI scores and meat spoilage processes in poultry and meat products
(Fraqueza et al., 2012; Wojcik et al., 2023). Overall, the BA profile of francolin meat from Tégon is characteristic of greater
microbial proliferation and more advanced degradation. These high concentrations of biogenic amines correlate with

compromised meat quality and safety, reinforcing the need for improved handling practices across markets.

Nutritional characteristics of Francolin meat from Tégon and Allada Market

In this study, francolin meat showed a moderate energy density. Energy values ranged from 116 kcal/100 g at Tegon to 123.6
kcal/100 g at Allada (Table 4), with corresponding crude protein contents of 24.65-25.56 g/100g and total fat levels between
1.75 g/100g (Tegon) and 2.21 g/100g (Allada). The slightly higher energy and fat contents observed in Allada suggest a slightly
fattier carcass or differences in diet and/or age of the animals, although protein contents are comparable between the two
markets (p > 0.05).

Recent studies on chicken breast and local chicken genotypes report crude protein contents around 21-22 g/100 g and
intramuscular fat usually above 3-4 g/100 g, energy between: 128-137 kcal/100 g confirming that standard chicken often has
slightly higher energy and fat than the francolin analyzed here (Hailemariam et al., 2022). The low fat content of francolin meat
is also comparable to or even lower than that reported for some game-type or alternative poultry species like Guinea fowl meat
(Penkov et al., 2017), and quail meat (Food Struck, 2016). In contrast, duck meat is nutritionally richer but much more energy-
dense, with 19 g protein, 28.5 g fat, and 337 kcal/100 g, depending on whether the skin is present (USDA, 2019). Francolin meat
is leaner than quail and duck, and at least as favorable as guinea fowl in terms of fat and energy content.

Protein values obtained for francolin (=25 g/100 g) are within the upper range reported for poultry meat and game birds. Studies
on local or alternative poultry (guinea fowl, quail, slow-growing chicken genotypes) consistently highlight protein levels
between 20 and 25 g/100 g, associated with a good amino acid profile and favorable digestibility (Khalifa et al., 2016). This
suggests that francolin meat can be considered a high-quality source of animal protein, comparable to or slightly superior to
many commercial poultry species in protein density per 100 g, while remaining lower in fat.

The NaCl values in francolin meat were very low (0.03-0.08 g/100g) in both markets. This low intrinsic salt level in francolin meat
is nutritionally advantageous for consumers who need to limit sodium intake, as most of the dietary salt load will be determined
by culinary practices rather than the meat itself. Overall, the nutritional profile of francolin bushmeat is characterized by high
protein, very low fat, and moderate energy values, placing it among the healthier meat options when compared with common
poultry such as chicken, quail, and duck. These characteristics, combined with its game origin, suggest that francolin meat
could be promoted as a lean, nutrient-dense alternative within diversified diets, provided that issues related to hunting
pressure, species conservation, and hygienic handling are adequately addressed.

The fatty acid (FA) composition of francolin bushmeat revealed that the saturated fatty acids (SFA) were 39.92 g/100g of total
fatty acids in Allada and 38.55 g/100g in Tegon, with palmitic (C16:0) and stearic acids (C18:0) as the dominant contributors.
These values are comparable to the one found by Kinsner et al. (2025) in chicken meat which was 39.61g/100g for the chicken
with normal feeding. However, slightly high, they are also comparable to the levels reported for guinea fowl reared under
conventional diets for turkey and broiler, which were (35.80-35.53 g/100g ) in breast and (35.72-37.13 g/100g) in thigh
(Batkowska et al., 2021).

The monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated fatty acids (PUFA) levels were significantly different for francolin bushmeat
between the markets. Francolins meat from Allada exhibited significantly higher MUFA content compared to the Téegon sample.
In both markets the main content of MUFA was oleic acid (C18:1c9), a pattern commonly seen in farmed poultry such as chicken,
guinea fowl, caille, where C18:1C may exceed 60 g/100g of total MUFA (Chepkemoi et al., 2017). Conversely, Francolin meat from
Tegon market displayed significantly higher PUFA levels (32.6 g/100g vs 24.0 g/100g, p = 0.015), particularly in linoleic (C18:2 n-
6) and arachidonic acid (C20:4 n-6).
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The PUFA levels in samples from Tégon market were similar to values reported for farmed Caille PUFA-rich diets (29-30
g/100g), but PUFA in francolin bushmeat from both markets were very significantly superior to those found in wild Caille (3.32)
(Khalifa et al., 2016).

The PUFA/SFA ratio, one of the key indicators of lipid nutritional quality, was favorable in both markets (>0.4) for human
nutrition (Wood et al., 2004). However, this ratio was higher in Tégon market, 0.86, compared to Allada market, 0.62. This
suggests that Tegon francolins provide a particularly beneficial lipid profile from a human nutrition perspective.

The n-6/n-3 ratio is also an important indicator; its values in francolin meat from both markets were not significantly different
but remained relatively high (8.7-10.1). Its level is superior to the one recommended by the National Institute of Health of the
USA, quoted by Simopoulos (2002), which should be between 1 and 2. However, these values align with those commonly found in
farmed poultry like chicken meat (8-10) and are inferior to the ratio found in farmed guinea fowl meat (19-22) found by
(Batkowska et al., 2021).

Overall, francolin bushmeat exhibits a nutritionally advantageous FA profile, particularly in Tegon, where higher PUFA and
PUFA/SFA values suggest better cardioprotective potential. These inter-market differences may reflect variations in diet
composition, habitat resources, or physiological status of hunted birds. The fatty-acid composition of francolin thus positions it

as a lean game bird with a lipid profile equal or superior to many conventional poultry species.

CONCLUSION

This study provides an integrated assessment of microbiological, biochemical, and nutritional characteristics of francolin meat
sold in the Tegon and Allada markets. Results indicate that francolin meat has a highly favorable nutritional profile,
characterized by high protein content, low fat levels, moderate energy density, and beneficial fatty acid composition,
particularly a high PUFA/SFA ratio. However, its hygienic quality remains a major concern. Elevated microbial loads, especially
in Tegon, along with higher BA concentrations, point to deficiencies in slaughter hygiene, handling practices, and temperature
control throughout the supply chain. Nevertheless, francolin meat is a lean, nutrient-dense game meat with a lipid profile
comparable to or superior to conventional poultry. Realizing its full nutritional potential requires improved hygiene, carcass
processing, and storage conditions to mitigate microbial risks and ensure consumer safety. Future studies should investigate
seasonal influence, assess sustainable harvesting and captive breeding, and further evaluate meat quality to support public

health, food security, and wildlife conservation.
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Figure 1: Map of the sampling collecting area showing Bushmeat Markets
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(A) Francohn (Pternistis bicalcaratys) when it arrived at the market.
(B) Francolin carcasses after being eviscerated, defeathered, washed, and spread out.

Figure 2: Francolin hunted prepared pictures
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Tables

Table 1: Mean bacterial values in Allada and Tegon markets and ANOVA significance levels for Francolin meat

Bacteria (log cfu/g) Mea-lr-iicl’;zm 6) Meapr‘nl;:clli?m 6) p-value Significance
TAC at 30°C 8.05+0.12 8.16+0.12 0.55 NS
Enterobacteriacea 5.47+0.53 3.68+0.53 0.04 *
E. coli 4.09+ 0.63 2.83+0.63 0.19 NS
NS : p>0.05; *: p<0.05 SE= Standard error, TAC=Total Aerobic Counts, E. coli= Escherichia coli
Table 2: Physico-chemical mean by market in francolin meat
Parameters Tégon Mean*SE(n=6) Allada Mean*SE(n=6) p-value Significance
aw 0.95+0.001 0.95+0.001 0.81 NS
pH 5.98+0.08 5.99+0.08 0.94 NS
L* 53.31+1.63 64.18+1.63 0.001 *kk
a* 7.33+0.65 7.47+0.65 0.88 NS
b* 17.89+0.94 17.181+0.94 0.6 NS
NS : p>0.05; ***: p<0.005 SE= Standard error, a,,= atividade da dgua
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Table 3: Biogenic amine profile of raw francolin meat at Allada and Tégon markets.

(Br:g Ike) Tégor(lnl\:gmtSE Ml%lal.;:ale p-value Significance
n=6)

Tryptamine 16.51+1.88 0.05+1.88 0.0001 i
Phenylethylamine 2.32+0.44 1.12+0.44 0.083 NS
Putrescine 12.00+2.61 4.25+2.61 0.0621 NS
Cadaverine 77.70+26.46 11.58+26.46 0.1077 NS
Histamine 5.58+0.30 2.82+0.30 <.0001 il
Tyramine 187.52+20.38 109.85+20.38 0.0225 bl
Spermidine 6.18+0.34 6.48+0.34 0.5441 NS
Spermine 42.30£2.79 57.02+2.79 0.0039 bkl
BAls 282.80+46.79 121.58+46.79 0.0419 *

NS : p>0.05; *: p<0.05; Bas=Biogenic amines mg/Kg; BAls=Biogenic amine Index, SE= Standard error

Table 4: Nutritional composition of Francolin bushmeat in different markets
Parameters Tégon MeaniSE Allada MeanzSE p-value

(n=6) (n=6)

Energy (Kcal/100 g) 116.00£0.98 123.63+0.98 0.001
Energy (Kj/100 g) 484.86+4.09 516.79+4.09 0.001
Total fat (g/100g) 1.75+0.11 2.21+0.11 2.02
Crude protein (g/100g) 24.65+0.32 25.56+0.32 0.07
NacCl (g/100g) 0.08+0.01 0.03+0.01 0.05

NS : p>0.05, ***: p<0.005, SE= Standard error
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Table 5: Fatty acid Profile (g/100 g total FA) and Fatty acid Ratio of francolin bushmeat by market

Fatty acid Tegon (Mean * SE) Allada (Mean * SE) p-value
C10:0 0.01+0.01 0.01+0.01 0.942
C12:0 0.18 £+ 0.05 0.14£0.02 0.491
C14:0 0.63+0.08 0.81+0.07 0.106
C15:0 0.13+0.05 0.12+0.01 0.8
C16:0 22.30£1.16 26.59£1.93 0.086
C17:0 0.50+x0.14 0.36 £ 0.03 0.351
C18:0 13.86+1.25 11.33+0.55 0.094
C20:0 0.51+0.09 0.32+0.02 0.065
C22:0 0.360.13 0.20+0.08 0.311
C24:0 0.09+0.02 0.05+0.01 0.116

C14:1c9 0.00+0.00 0.01+0.01 0.341
C16:1c7 0.20+0.03 0.31+0.02 0.015
C16:1c9 0.34+0.08 111+0.22 0.007
C17:1c9 0.02+0.02 0.06+0.02 0.106
C18:1c9 26.64 +1.85 3291+1.17 0.017
C18:1cl11 1.31+£0.06 1.39+0.04 0.271

C20:1c11 0.37+0.08 0.26+0.01 0.159

C16:2n-6 0.03+0.01 0.05+0.02 0.359

C18:2n-6 21.48 £+ 0.99 16.65+1.56 0.026
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Table 5: Fatty acid Profile (g/100 g total FA) and Fatty acid Ratio of francolin bushmeat by market

Fatty acid Tegon (Mean * SE) Allada (Mean * SE) p-value
C20:2n-6 0.22+0.03 0.15+0.02 0.092
C20:3n-6 0.16 £ 0.10 0.15+0.09 0.974
C20:4n-6 6.01+0.51 4.08£0.46 0.018
C22:4n-6 0.77+0.09 0.52+0.05 0.038
C18:3n-3 1.75+0.80 0.73+0.10 0.237
C20:3n-3 0.00+0.00 0.01+0.01 0.341
C20:5n-3 0.19+0.13 0.10£0.02 0.478
C22:5n-3 0.65+0.11 0.55+0.07 0.482
C22:6n-3 1.32+0.18 1.00+0.11 0.149
C20:3n-9 0.00+0.00 0.05+0.01 0.002
SFA 38.55+1.58 39.92+1.53 0.548
MUFA 28.87+1.85 36.05+1.03 0.007
n-3PUFA 3.91+1.06 2.38+0.21 0.188
n-6PUFA 28.67+1.42 21.60 £2.03 0.017
PUFA 32.58£1.85 23.98+221 0.014
PUFA/SFA ratio 0.86 £ 0.07 0.61+0.08 0.041
n-6/n-3 ratio 10.36 £ 2.74 9.13+0.42 0.667

NS : p>0.05; ***: p<0.005, SE= Standard error

SFA=12:0 +14:0 + 15:0 + 16:0 + 17:0 + 18:0 + 20:0 + 21:0 + 22:0; MUFA = 14:1c9 + 16:1c9 + 17:1c9 + 18:1c9 + 18:1c11 + 20:1c11 + 22:1n-9;
PUFA =18:2n-6 + 18:3n-6 + 18:3n-3 + 20:2n-6 + 20:3n-6 + 20:4n-6 + 20:3n-3 + 20:5n3 + 22:2n-6 + 22:5n-3 + 22:6n-3;

n-6PUFA =18:2n-6 ++18:3n-6 + 20:2n-6 + 20:3n-6 + 20:4n-6 + 22:2n-6;

n-3PUFA =18:3n-3 + 20:3n-3 + 20:5n-3 + 22:5n-3 + 22:6n-3.
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RESUMO

O Varroa destructor (varroa) é um acaro ectoparasita e é o principal patégeno das coldnias de abelha melifera, Apis mellifera,
prejudicando a sua longevidade e produtividade. O comportamento higiénico das obreiras auxilia a diminuir a infestagao,
contudo, a eficacia varia. Em regides do mundo, como nas Américas, onde nunca foram aplicados acaricidas, observam-se
populacdes que desenvolveram uma resiliéncia natural ao parasita, populagcdoes com caracteristicas semelhantes ja foram
encontradas na Europa. Uma das estratégias promissoras para potenciar esse processo consiste na implementacao de
programas de melhoramento genético baseados na Selecdo Darwiniana (SD), através dela é possivel obter colénias mais
resistentes a varroa. A monitorizagao do nivel de infestacdo das colénias é fundamental para o sucesso da SD, podendo ser
realizada pelo método indireto de baixo impacto denominado queda natural. Este estudo visa avaliar o desempenho de
diferentes coldénias de A. m. iberiensis expostas a SD através da monitorizagcao da infestacédo por varroa (tamanho da populagao
de varroa na coldnia) das coldnias pelo método da queda natural. Foram analisadas 42 coldnias de 20 familias no segundo ano
de exposicdo a SD, nos meses de maio, junho e julho de 2025. As varroas foram recolhidas em placas cromatograficas coladas
no estrado sanitério por 72 h. Em seguida, realizou-se a contagem manual dos &caros em laboratério. A infestagcao foi
padronizada como média didria de queda de varroa por colmeia. A queda de varroas apresentou um aumento progressivo ao
longo do periodo avaliado, com diferenca significativa (p<0,05) superior em julho em relagdo a maio. As maiores médias didrias
de queda de varroas foram de 35,1 e 33,3 observadas em duas familias, nove familias nao diferiram das demais, com médias
entre 5,2 e 15 varroas/dia. Outras nove apresentaram as menores médias (0,6 a 3,9 varroas/dia). Dentro da populagao é possivel
observar a formagao de trés grupos, que sugerem variabilidade: resistentes (45%), intermédias (45%) e sensiveis (10%). Nas
coldnias sensiveis, as médias altas podem reflectir tanto a susceptibilidade quanto a eficacia do comportamento higiénico. As
taxas de infestacdo observadas revelaram-se bastante reduzidas e evidenciam a necessidade de monitorizacdo deste
parametro. Embora diferengcas familiares sejam evidentes, a avaliagcao individual é essencial para identificar os fendtipos
resistentes, garantindo selegcdo genética eficaz e sustentdvel. Aliada a andlise dos factores ambientais, a selecdo natural

continua favorece coldnias resistentes e reduz o uso de quimicos.

PALAVRAS-CHAVE

Selegao Darwiniana, queda natural, resiliéncia, variabilidade

Revista Portuguesa de Zootecnia 01,2026



mailto:cunha.zootec@gmail.com

SELECAO DARWINIANA E A MONITORIZAGAO DA INFESTACAO POR VARROA DESTRUCTOR EM APIS MELLIFERA
IBERIENSIS

ABSTRACT

Varroa destructor (varroa) is an ectoparasitic mite and is the main pathogen of honeybee colonies, Apis mellifera, damaging their
longevity and productivity. The hygienic behaviour of worker bees helps to reduce infestation, but its effectiveness varies. In
regions of the world, such as the Americas, where acaricides have never been used, populations have developed a natural
resistance to the parasite, and populations with similar characteristics have also been found in Europe. One promising strategy
to enhance this process is the implementation of genetic improvement programmes based on Darwinian Selection (DS), through
which it is possible to obtain colonies that are more resistant to varroa. Monitoring the level of infestation in colonies is essential
for the success of DS and can be carried out using the low-impact indirect method known as mite fall. This study aims to evaluate
the performance of different colonies of A. m. iberiensis exposed to DS by monitoring varroa infestation (varroa population size in
the colony) in the colonies using the natural fall method. Forty-two colonies from 20 families were analysed in the second year of
exposure to SD, in May, June and July 2025. Varroa mites were collected on chromatographic plates glued to the sanitary tray for
72 hours. Further, the mites were counted manually in the laboratory. The infestation was standardized as the daily average
number of varroa mites per hive. The number of varroa mites increased progressively over the period evaluated, with a significant
difference (p<0.05) higher in July than in May. The highest daily averages of varroa mite falls were 35.1 and 33.3 observed in two
colonies, nine colonies did not differ from the others, with averages between 5.2 and 15 varroa mites/day. Another nine had the
lowest averages (0.6 to 3.9 varroa mites/day). Within the population, it is possible to observe the formation of three groups, which
suggest variability: resistant (45%), intermediate (45%) and sensitive (10%). In sensitive colonies, high averages may reflect both
susceptibility and the effectiveness of hygienic behaviour. The infestation rates observed proved to be quite low and highlight
the need to monitor this parameter. Although family differences are evident, individual assessment is essential to identify
resistant phenotypes, ensuring effective and sustainable genetic selection. Combined with the analysis of environmental factors,

continuous natural selection favours resistant colonies and reduces the use of chemicals.
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INTRODUGAO

O Varroa destructor, chamado varroa, € um acaro ectoparasita que se alimenta tanto da hemolinfa quanto das reservas de
gorduras das pupas e abelhas adultas, e neste processo transmite diversos virus causadores de doengas que limitam a
longevidade e produtividade das abelhas. Originalmente, o varroa, na altura identificado como Varroa jacobsoni, parasitava a
abelha asiatica Apis cerana, quando migrou para a Europa e comecgou a parasitar as Apis mellifera selvagens praticamente
dizimou as coldnias, pois estas ndo haviam mecanismos para lidar com o varroa (Blacquiére et al., 2019). A histéria co-evolutiva
entre hospedeiro-parasita, V. destructor-A. mellifera, ainda é curta e prejudicada pelo uso de acaricidas quimicos para o controlo
da infestacdo nas coldnias desde o principio da percepgao dos prejuizos causados pelo varroa. Desta forma, impedindo possiveis
adaptagodes por parte das abelhas, enquanto os dcaros seguem mutando-se e tornando-se resistentes aos quimicos utilizados
(Blacquiere et al., 2019). Compreender os mecanismos por tras da resisténcia ao varroa pode contribuir para a compreensao da
relacado hospedeiro-parasita e, assim, ajudar a prevenir perdas de coldnias (Panziera et al., 2017).

O manejo convencional na apicultura comercial, em sua esséncia voltado para a maximizagao da producgéao, tende a limitar a
selecao natural das abelhas. Sua gestao pode comprometer gravemente a salde das abelhas de mdltiplas formas (Locke, 2016;
Neumann & Blacquiere, 2017; Blacquiére & Panziera, 2018). Dentre os fatores apicolas que regem a saude das abelhas e que
provavelmente interferem na selecédo natural estd o tratamento quimico para doengas e parasitas (Neumann & Blacquiére, 2017),
onde se enquadra a reagao do apicultor contra o varroa.

Como a selegcao natural é o mecanismo-chave da evolugao, ela permitird que qualquer populagdo de abelhas manejadas,
independentemente do habitat e/ou backgroud genético a adaptar-se a todos os fatores de stress, desde que a capacidade de
lidar com o fator de stress tenha uma base genética, de modo que as caracteristicas hereditarias possam mudar nesta populacao
ao longo do tempo (Neumann & Blacquiere, 2017). Sabe-se que populagdes de abelhas ocidentais (Apis mellifera) conseguem
lidar com dcaros ectoparasitas que mudaram de hospedeiro (Varroa destructor) por meio da selegao natural (Moro et al., 2021).
Embora os mecanismos que sustentem a resisténcia a infestacao por V. destructor sem tratamento ainda nao sejam totalmente
compreendidos (Mondet et al., 2020), propde-se aproveitar a selecdo natural darwiniana para a adaptagao das abelhas a este
novo parasita (Blaquiere et al., 2019). O protocolo, chamado “Darwinian Black Bee Box”, aqui mencionado comumente como
Selegao Darwiniana (SD), baseia-se nos principios da evolucao por selegao natural. O tema foi descrito detalhadamente pelos
autores Blaquiére et al. (2019), em suma, as coldnias sdo sujeitas a infestagao “natural” por varroa (por se tratar de um parasita
comumente encontrado nas coldnias) e mantidas sem tratamento. Preconiza-se que as coldnias capazes de sobreviver e
reproduzir-se com sucesso transmitem os seus genes para a proxima geracao. Os alelos dos genes que codificam para
caracteristicas que contribuem para a sobrevivéncia aumentarao gradualmente em frequéncia, enquanto os alelos prejudiciais
ou neutros se tornarao menos frequentes (Blaquiére et al., 2019).

A monitorizacao de diversos parametros, tanto ambientais quanto das coldnias, é essencial durante o periodo de selegao, para
perceber como a evolugédo ocorre a nivel fenotipico e como estes interferem/expressam a resisténcia (ou sensibilidade) das
abelhas ao varroa. Dentre eles estd a monitorizacdo da infestacao por varroa através do método de queda natural (tamanho da
populagdo de varroa na coldnia), no qual coleta-se e conta-se os dcaros que caem naturalmente ao fundo da colmeia durante
determinado periodo. E considerado um método direto e nao invasivo para as abelhas, ideal para nao interferir no
desenvolvimento natural da colénia (De Miranda et al., 2013).

Isto posto, o presente trabalho faz parte do projeto mencionado por Blaquiére et al. (2019) e traz um recorte de toda a analise
relacionada ao trabalho em curso com a SD. Aqui, objetiva-se avaliar o desempenho de diferentes coldnias de A. m. iberiensis

expostas a SD através da monitorizagao da infestacao por varroa.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho é um recorte do trabalho de sele¢do conduzido no apidrio experimental localizado na aldeia de Pinelo, da vila de
Vimioso, em Bragancga, Portugal (41,64836° N, 6,54472° O). Este apidrio foi montado exclusivamente para a conducdo do
programa de melhoramento genético baseado no protocolo de Selegao Darwiniana (consultar Blaquiére et al., 2019), que deu
origem a este trabalho. O programa teve inicio no ano de 2024, com o preparo da populagao. A principio, 25 coldénias de Apis
mellifera iberiensis geneticamente distintas (sem grau de parentesco) sobreviventes ao inverno anterior foram divididas em
quatro novas, totalizando 100 coldnias para o inicio da selegcao. Apds a divisao, estas receberam tratamento com acido oxalico
pulverizado, sendo a Unica vez durante todo o periodo de selecao estabelecido em protocolo (4 anos) em que foram tratadas.
Assim, estas abelhas tém que lidar naturalmente com a pressao de selegao exercida pelo acaro.

Para efeitos elucidativos sobre a metodologia aplicada, faz-se necessaria a explanacdo de procedimentos realizados
anteriormente ao periodo avaliado neste estudo. Além de estabelecer que mais nenhuma forma de controlo contra o V. destructor
seja utilizada, além deste no primeiro verao, o protocolo preconiza que as coldnias sejam alimentadas, tanto com xarope de
acUcar quanto com pasta proteica, para evitar pressao de selecao adicional por falta de alimento.

O que implica em visitas periddicas ao apiario (no minimo uma vez ao més), ocasides nas quais foram realizadas estimativas de
tamanho de coldnia, protocolo de queda natural e outras experiéncias nao constantes neste trabalho, mas que fazem parte do
protocolo estabelecido pelo programa.

No ano de 2025 foram realizadas coletas dos acaros que cairam no fundo da colmeia pelo método de queda natural descrito a
seguir. Foram monitorizadas 42 coldnias, pertencentes a 20 familias diferentes (as que iniciaram o processo de selegdo em
2024). Em visita ao apidrio, foram coladas placas cromatogréaficas no estrado sanitario de cada colmeia, de forma a ocupar todo o
fundo, onde permaneceram por 72 h e foram recolhidas e identificadas em nova visita ao apidrio. Posteriormente, realizou-se a
contagem manual dos dcaros coletados em cada colmeia (devidamente identificadas) em laboratério. Este procedimento foi
realizado nos meses de Maio, Junho e Julho, com ~ 30 dias de intervalo entre as coletas, a depender das condicoes
meteoroldgicas favordveis e disponibilidade de veiculo da instituicdo para deslocamento até o apidrio.

Os dados foram guardados em ficheiro Excel, onde anotou-se a quantidade total de dcaros contados e, em coluna adjacente,
padronizou-se estes valores para média didria de queda de varroa (mites_day) para cada coldnia. Para esta padronizacgéao, dividiu-
se 0 numero de acaros contados por trés assumindo o periodo de 72 h como trés dias, uma vez que a métrica comumente avaliada
na literatura é “varroas / dia”.

Os dados foram analisados utilizando modelos lineares mistos (Linear Mixed-Effects Models - LMM), de modo a considerar a
estrutura hierarquica dos dados e nao a independéncia das observagoes. O més de amostragem e a familia foram incluidos como
efeitos fixos, enquanto a coldnia foi incluida como efeito aleatdrio, de modo a considerar medidas repetidas ao longo do tempo.
Esse processo permitiu avaliar simultaneamente a variagcdo temporal da infestacdo e a variagdo associada a diferencas entre
familias. A significancia dos efeitos fixos de més e familia foi avaliada por meio de testes de razdo de verossimilhanga,
comparando modelos aninhados estimados por méxima verossimilhanca, com e sem cada efeito de interesse. Adicionalmente, os
coeficientes dos efeitos fixos foram avaliados por meio de testes t, com aproximacgao de graus de liberdade pelo método de
Satterthwaite. Quando necessario, as variaveis resposta foram transformadas por meio de transformacao logaritmica [log (x+1)]
para atender aos pressupostos de normalidade e homogeneidade das variancias. A adequacao dos modelos foi verificada por
inspegao grafica dos residuos e dos valores ajustados. As comparagdes multiplas entre niveis dos fatores més e familia foram
realizadas a partir das médias marginais estimadas (estimated marginal means - emmeans), com ajuste para multiplas
comparagoes, permitindo avaliar diferengas entre familias dentro de cada més e diferencas temporais dentro de cada familia.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software RStudio (versao 2025.09.1+401).
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O ensaio foi realizado no @mbito de um projeto de investigacdo europeu focado no melhoramento genético e na resiliéncia da
Apis mellifera. Embora a legislacao nacional (Decreto-Lei n° 113/2013) isente o uso de insetos de aprovacao ética obrigatéria, o
protocolo experimental seguiu os principios éticos de sustentabilidade e conservagao. A suspensao de tratamentos quimicos
contra Varroa destructor foi estritamente necessaria para a identificagao de fendtipos resistentes através de selecao natural,
visando a redugao a longo prazo da dependéncia de acaricidas e a promoc¢ao da saude das populagdes de abelhas. O apidrio
experimental foi instalado a um raio de 3 km de distancia de qualquer apidrio registrado, categorizando-o como isolado, ainda

assim, € monitorizado para minimizar riscos sanitdrios para possiveis apiarios vizinhos.

RESULTADOS

A queda natural de Varroa destructor apresentou um aumento significativo ao longo do periodo de amostragem (p < 0,05),
evidenciando um efeito temporal consistente. As médias marginais estimadas indicaram valores crescentes significativamente
superior em julho em comparagao com maio, enquanto junho apresentou valores intermédios, nao diferindo estatisticamente de
ambos. Este padrao foi observado de forma consistente em todas as familias analisadas, indicando uma tendéncia geral de
aumento da infestacao ao longo do tempo. Em maio, a média didria de queda de varroa foi de 6,38 + 4,73 varroas/dia (IC 95%;
CV = 81,2%), aumentando para 8,33 * 4,73 varroas/dia em junho (IC 95%; CV = 62,3%) e atingindo 13,31 * 4,73 varroas/dia em
julho (IC 95%; CV = 38,9%).

Para além do efeito temporal, foram detectadas diferencas significativas entre familias dentro de cada més de amostragem (p <
0,05), revelando elevada variabilidade na resposta das coldnias a infestagdo por varroa. Duas familias apresentaram médias
diarias de queda de varroa consistentemente elevadas ao longo dos trés meses, destacando-se duas familias com 35,1 e 33,3
varroas/dia no més de julho. Em contraste, um conjunto distinto de nove familias apresentou valores persistentemente baixos de
gueda natural, com médias entre 0,6 e 3,9 varroas/dia, independentemente do més. Entre estes extremos, observou-se um
grupo intermédio de nove familias cujas médias ajustadas variaram entre aproximadamente 5,2 e 15 varroas/dia, sem diferencas
estatisticas claras em relagao as familias de maior ou menor infestacdo em determinados meses. A manutencao deste padrao
ao longo do tempo sugere que as diferencas observadas entre familias ndo sao pontuais, mas refletem respostas consistentes a
pressao do parasita.

Os coeficientes de variagao foram elevados nas familias com maiores médias de infestagao, refletindo maior heterogeneidade,
e reduzidos nas familias com baixos niveis de queda natural, indicando maior estabilidade temporal. Familias com médias
elevadas de queda natural em maio mantiveram valores superiores também em junho e julho, enquanto familias com médias
reduzidas permaneceram consistentemente no grupo de menor infestagdo ao longo de todo o periodo avaliado. Nao foram
observadas inversdes marcantes de ranking entre familias ao longo dos meses.

Com base na distribuicao das médias marginais estimadas e nas comparacoes estatisticas entre familias, foi possivel identificar
a formacéao de trés grupos fenotipicos dentro da populagao avaliada: familias com baixa infestacao (resistentes), familias com
infestacao intermédia e familias com infestacao elevada (sensiveis). Aproximadamente 45% das familias foram classificadas

como resistentes, 45% como intermédias e 10% como sensiveis.

Revista Portuguesa de Zootecnia 01,2026




SELEGAO DARWINIANA E A MONITORIZAGAO DA INFESTAGAO POR VARROA DESTRUCTOR EM APIS MELLIFERA
IBERIENSIS

DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir do modelo linear misto confirmam que a dinamica temporal desempenha um papel fundamental
na infestacdo por Varroa destructor, com aumento progressivo da queda natural ao longo da estacao ativa das coldnias. Este
padrao esta de acordo com a biologia do parasita, cujo crescimento populacional é favorecido pela maior disponibilidade de cria
e por condi¢coes ambientais mais favoraveis durante os meses de verdo. A diferenca significativa observada entre maio e julho
confirma a importancia do fator temporal na avaliagdo da infestagao e reforca a necessidade de monitorizagdo continua ao
longo da estacgao apicola, idealmente uma vez ao més. Desta forma, serad possivel identificar os picos de infestagdo de cada
apiario e, assim, definir as épocas de maior atencao e as estratégias de intervengao nas colmeias.

Para além do efeito do tempo, as diferencas consistentes observadas entre familias constituem um dos principais achados
deste estudo. A persisténcia de valores elevados ou reduzidos de queda de varroa ao longo dos meses sugere que a resposta
das coldnias a infestacdo possui uma base genética, compativel com os principios da Selecao Darwiniana. Em sistemas
submetidos a auséncia de tratamentos quimicos, como o aqui avaliado, colénias menos capazes de lidar com a pressao do
parasita tendem a apresentar maior infestacdo ou colapsar, enquanto colénias mais resilientes contribuem de forma
desproporcional para a geragao seguinte.

As familias classificadas como resistentes apresentaram niveis consistentemente baixos de queda natural, o que pode refletir
uma combinagao de mecanismos, tais como limitacao da reproducao do acaro, comportamentos higiénicos eficazes ou maior
tolerancia fisiolégica ao parasitismo. Por outro lado, as familias classificadas como sensiveis exibiram médias elevadas de
queda de varroa. E importante salientar que valores altos de queda natural ndo indicam necessariamente maior suscetibilidade
de forma isolada, podendo também refletir elevada eficacia do comportamento higiénico, com remogao ativa de acaros das
abelhas e da cria. Assim, a interpretacdo deste parametro deve ser realizada com cautela e, idealmente, integrada a outros
indicadores de infestacdo e desempenho da colénia, como tamanho da colénia e ensaios que avaliem a expressdo de
comportamentos associados a resisténcia ao varroa como Varroa Sensitive Hygiene, Recapping, Grooming e Mite Population
Growth (Mondet et al., 2020).

O grupo intermédio, que representou uma proporgao substancial da populacéo, evidencia a ampla variabilidade fenotipica
existente no apiario experimental. Este grupo constitui um reservatdério importante de variabilidade genética, sobre o qual a
selecdo natural pode atuar de forma gradual ao longo das geragdes, favorecendo caracteristicas associadas a resiliéncia.

As taxas de infestacdo observadas neste estudo foram, de modo geral, reduzidas quando comparadas a valores
frequentemente reportados em sistemas manejados com tratamentos quimicos, reforgcando a viabilidade da Selegao Darwiniana
como estratégia de longo prazo. No entanto, embora as diferengas familiares sejam evidentes, os resultados demonstram que a
avaliagcao ao nivel individual das coldnias permanece essencial para a identificacdo precisa de fendtipos resistentes. A
integracdo da monitorizagdo da queda natural com outros parametros biolégicos (comportamentos e tamanho da coldnia) e
ambientais (temperatura interna da colmeia e do apiario) (Mondet et al., 2020), permitird uma selegao genética mais robusta,

sustentavel e alinhada com os principios evolutivos que regem a interacao hospedeiro-parasita.

CONCLUSAO

Este estudo reafirma a importancia central da monitorizagao continua da queda natural de dcaros como ferramenta pratica na
implementacdo da Selecao Darwiniana em Apis mellifera iberiensis. Este método permite a identificacdo de fendtipos
possivelmente sensiveis/resistentes ao Varroa destructor, além disso, esta abordagem permite que a pressao de selecao natural
atue de forma dirigida, promovendo a sobrevivéncia das coldnias mais adaptadas. Em suma, a monitorizacdo da infestagao
durante as estacdes do ano revela-se indispensavel para consolidar estratégias de selecao sustentaveis, garantindo a satde

das abelhas e a viabilidade da apicultura baseada em principios evolutivos e de baixa dependéncia de quimicos.
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RESUMO

A Agricultura de Precisdo (AP) permite auxiliar o gestor pecudrio no processo de tomada de decisdo. O ciclo da AP, de forma
genérica, inclui 4 fases: monitorizacao, interpretacéo, definicdo de zonas homogéneas de gestdo (através de mapas) e gestdo
diferenciada. O Montado é um sistema agro-silvo-pastoril muito complexo, caracteristico da regido Mediterranica, constituido por
animais (ruminantes ou suinos), arvores (sobreiros e/ou azinheiras), e pastagens (naturais ou semeadas) que se desenvolvem
normalmente em solos pouco férteis, delgados e dcidos. O conhecimento da sua flora natural é crucial para a gestdo do pastoreio. Os
animais em pastoreio apresentam comportamentos diferenciados, podendo ingerir somente as espécies mais nutritivas, deixando as
restantes (pastoreio selectivo) ou ingerir espécies infestantes da pastagem que podem afectar a sua saude, diminuido o bem-estar-
animal. Existem espécies pratenses, agressivas, toxicas e medicinais no Montado. Este estudo tem como intuito apresentar a
distribuicdo espacial de espécies indicadoras da degradacao da pastagem. O ensaio decorreu em Cambissolos, na Herdade
Experimental da Mitra (Universidade de Evora), em duas parcelas de Montado de azinho (4rea total de cerca de 20 ha), pastoreadas
por bovinos (raga alentejana e raga mertolenga, com encabegcamento de 0,6 CN), em pastoreio rotacional. Foram inventariadas as
espécies botanicas existentes em 24 zonas de amostragem (12 debaixo da influéncia da copa das arvores e 12 fora), numa pastagem
natural biodiversa, no ano de 2020/21. As espécies identificadas foram classificadas em agressivas, téxicas, infestantes, pratenses e
medicinais, permitindo a elaboragao de mapas das zonas com a distribuicdo das espécies toxicas e agressivas mais frequentes. Foi
utilizado o programa Arcmap 10.8.2 e o método de interpolacao IDW (“Inverse Distance Weighting”). Contabilizaram-se 62 espécies
botanicas. Ambas as parcelas apresentaram todos os grupos de classificagdo. Os resultados demonstram elevada heterogeneidade
intra-parcelar. Zonas sob influéncia da copa das arvores apresentaram maior proporgao de espécies botanicas nutritivas (40,58 *
15,87 %) e menos infestantes (36,52 + 13,88 %), em relacao a areas fora da influéncia da copa das arvores (50,75 + 13,29 % de
espécies nutritivas e 72,83 * 14,3 % de espécies infestantes). O controlo das zonas com maior cobertura de infestantes (téxicas ou
agressivas) contribuird para o bem-estar animal e sustentabilidade do Montado. Demonstra-se neste trabalho o potencial da AP para
o controlo de infestantes no Montado, de forma directa (herbicida, monda, mobilizacdo, corta-mato) ou indirecta (fertilizacao),

favorecendo as condigdes ecoldgicas a instalacdo e desenvolvimento de espécies benéficas da pastagem.

PALAVRAS-CHAVE

bem-estar animal, infestante, nutricdo, pastoreio selectivo, zootecnia de precisao
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ABSTRACT

Precision Agriculture (PA) provides essential support for livestock managers in the decision-making process. Generally, the PA cycle
encompasses four key stages: monitoring, interpretation, the definition of homogeneous management zones (through mapping), and
site-specific management. The Montado is a highly complex agro-silvo-pastoral system, characteristic of the Mediterranean region,
consisting of animals (ruminants or pigs), trees (cork and/or holm oaks), and pastures (natural or sown) that typically develop on thin,
acidic, and low-fertility soils. In this context, detailed knowledge of the natural flora is crucial for effective grazing management.
Grazing animals exhibit differentiated behaviors; they may practice selective grazing, ingesting only the most nutritious species, or
consume weed species that can negatively affect their health and overall animal welfare. The Montado hosts a variety of botanical
groups, including forage, aggressive, toxic, and medicinal species.

This study aims to present the spatial distribution of indicator species of pasture degradation. The trial was conducted on Cambisols
at the Mitra Experimental Farm (University of Evora), in two holm oak Montado plots (total area of approximately 20 ha), grazed by
Alentejana and Mertolenga cattle breeds, with a stocking rate of 0.6 Normal Head (NH) under a rotational grazing system. Botanical
species were inventoried across 24 sampling zones (12 under the tree canopy influence and 12 outside) in a biodiverse natural pasture
during the 2020/21 season. The identified species were classified as aggressive, toxic, weeds, forage, or medicinal, enabling the
creation of spatial distribution maps for the most frequent toxic and aggressive species. Data analysis was performed using ArcMap
10.8.2 software and the Inverse Distance Weighting (IDW) interpolation method.

A total of 62 botanical species were recorded, and both plots featured all classification groups. The results demonstrate high intra-
plot heterogeneity. Areas under the tree canopy showed a higher proportion of nutritious botanical species (40,58 * 15,87 %) and
fewer weeds (36,52 + 13,88 %) compared to areas outside the canopy (50,75 * 13,29 % nutritious species and 72,83 * 14,3 % of
weeds). The monitoring and control of zones with higher weed coverage (toxic or aggressive) are vital for enhancing animal welfare
and the long-term sustainability of the Montado. This work demonstrates the potential of PA for weed control, whether through
direct interventions (herbicide, weeding, tillage, or brush-cutting) or indirect methods (fertilization), favoring the ecological

conditions required for the establishment and development of beneficial pasture species.

KEYWORDS
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INTRODUGAO

Nos ultimos 40 anos a area de pastagens em Portugal triplicou (ICNF, 2019 e Horta Marques, 2026). Um dos sistemas onde as
pastagens apresenta maior expressividade é o Montado. Este é um sistema agro-silvo-pastoril mediterranico, constituido por
animais (ruminantes ou suinos), arvores (sobreiros e/ou azinheiras), e forragens ou pastagens (naturais ou semeadas) que se
desenvolvem normalmente em solos pouco férteis, delgados e acidos (Carvalho, 2018; Serrano et al., 2021). Dados os elevados
elementos que compdem o sistema Montado e seus efeitos interactivos, a variabilidade neste sistema no interior da parcela
(variabilidade intra-parcelar) pode ser muito elevada. A Agricultura de Precisdo (AP) permite auxiliar o gestor pecuario no
processo de tomada de decisao (Peca, 2005), quantificando a variabilidade intra-parcelar. Deste modo, a AP tem sido estudada
no Montado desde o principio do século XXI, nomeadamente desde os ensaios de Gongalves et al. (2005), Peca et al. (2005) e
Serrano et al. (2005). Isto acontece porque o ciclo da AP, de forma genérica, inclui 4 fases: monitorizacao, interpretacéao,
definicdo de zonas homogéneas de gestao (através de mapas), permitindo o seu seguimento a gestdo diferenciada (Pega e
Serrano, 2006 Serrano et al., 2014a, 2014b), deste sistema holistico (Serrano, 2024), o qgue aumenta a eficiéncia dos factores de
produgao, incrementando a sustentabilidade e diminuindo as externalidades negativas. Apesar disso, somente muito
recentemente os estudos de AP tém em conta a composicao floristica da pastagem. O seu conhecimento é crucial para auxiliar o
gestor do Montado na tomada de decisoes (tempo de pastoreio, encabecamento e correcgoes).

Os animais em pastoreio apresentam comportamentos diferenciados, podendo ingerir somente as espécies mais nutritivas,
deixando as restantes (pastoreio selectivo, Figura 1) ou ingerir espécies infestantes da pastagem (Figura 2 e Figura 3) que podem
afectar a sua saude, diminuindo o bem-estar-animal (Moreira, 2002; Efe Serrano, 2006). Existem espécies pratenses, agressivas,
téxicas e medicinais no Montado. Este estudo tem como intuito apresentar a distribuicao espacial de espécies indicadoras da
degradagao da pastagem. Esta é a primeira fase do ciclo da Agricultura de Precisado, cujo seguimento permite aumentar a
eficiéncia da gestao, diminuindo também as externalidades negativas para o ecossistema. Espécies indicadoras da pastagem
podem ser definidas como plantas que impedem os animais que as pastoreiam de expressarem o maximo do seu potencial
genético produtivo, para iguais condicoes ambientais. Isso diminui a sustentabilidade econémica e o bem-estar animal. A questao
das espécies infestantes em pastagens, em termos globais tem tido estudos muito escassos (Harker et al., 2000). Este estudo
visa também aumentar o conhecimento em relagéao as infestantes no Montado. Desconhecem-se as perdas de rendimento em
Portugal por degradacao da composicao floristica das pastagens, mas nos EUA esta era a principal causa, provocando uma

diminuigao significativa no rendimento dos animais (DiTomaso, 2000).

Uma planta infestante pode ser definida como uma planta fora do sitio (Anténio Mexia, comunicacao oral). Isto acontece porque
uma planta pode afastar o potencial produtivo do potencial genético méximo de uma cultura, tornando-se infestante mas a
mesma espécie pode ser a cultura noutro sistema produtivo. Por exemplo, a espécie Rumex acetosa L. € uma cultura em certos
sistemas rurais do Brasil, usada para alimentacao humana (Silva et al., 2018) e em Portugal € uma infestante tipica da pastagem
do Montado (Figura 3). Esta espécie contém acido oxalico, tal como a azedinha (Oxalis acetosella L.) e todas as desse género, o
que inibe a absorgao de calcio pelo organismo, mas que, devido ao sabor agradavel sdo apeteciveis pelos animais (Teixeira, 1869).
Quando ingerida em elevadas quantidades é necessério o seu tratamento para evitar a debilidade do animal (Teixeira, 1869). Em
galinhas, por exemplo, a casca dos ovos fica mais fina, podendo partir-se com maior facilidade apds a ingestao de Oxalis spp..
Com maior toxicidade e espontanea em Montado surge a Urginea maritima (Figura 2). Esta é uma das espécies mais venenosas
das pastagens mediterranicas (Villax, 1963).

Genericamente, segundo Efe Serrano (2006), quando se usa o termo “infestante” do Montado ou, sobretudo “degradacao da
pastagem” as espécies mais comuns referidas sdo as arbustivas, como as Cistaceae, nomeadamente as estevas (Cistus ladanifer
L.) e os sargacos, ou mesmo os tojos (Ulex spp.) e giestas (Genista spp.). No entanto, estas espécies sdo usadas ha séculos como
complemento da alimentagao animal (Mendes, 1893 e 1894) e embora nao sejam muito nutritivas ndo originam directamente

doencas, ao contrario das tdxicas.
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MATERIAL E METODOS

0 ensaio decorreu em Cambissolos, na Herdade Experimental da Mitra (Universidade de Evora), em duas parcelas de Montado de
azinho (area total de cerca de 20 ha), pastoreadas por bovinos (raga alentejana e raga mertolenga, com encabegamento de 0,6
CN), em pastoreio rotacional (Figura 4). Foram inventariadas as espécies botanicas existentes em 24 zonas de amostragem (12
debaixo da copa das arvores e 12 fora da influéncia da copa das arvores, Figura 5), numa pastagem natural biodiversa, no ano de
2020/21. Todos os pontos foram georreferenciados com tecnologia GNSS (Global Navigation Satellite System).

A parcela Mitra A foi pastoreada durante um periodo mais longo que a parcela Mitra B (Figura 4). Nesta ultima, no final do ciclo
da pastagem e apds algum periodo de exclusdo de pastoreio, a erva é cortada para forragem. Os animais permanecerem mais
tempo na parcela Mitra A, sendo a parcela B exclusivamente pastoreada durante o més de Marco, retornando os animais a
parcela A. Foram ainda monitorizadas as preferéncias de pastoreio através de colares com tecnologia GNSS colocados em
animais. Esses valores encontram-se em Serrano et al. (2023). O pastoreio foi rotacional porque a entrada e saida entre parcelas
por parte dos animais era em datas estipuladas pelos gestores da Herdade Experimental da Mitra (e ndo em funcao da

disponibilidades de pastagem, como acontece com o pastoreio diferido).

As espécies identificadas foram classificadas em agressivas, téxicas, infestantes, pratenses e medicinais (Tabela 1), permitindo
a elaboracao de mapas das zonas com a distribuicao das espécies téxicas e agressivas mais frequentes. A classificacao das
espécies nas referidas classes baseou-se nas seguintes obras: Teixeira (1869), Pereira Coutinho (1877), Carvalho e Vasconcellos
e Feio (1949), Seccion de Plantas Forrajeras y Pratenses (1957), Carvalho e Vasconcellos (1962), Villax (1963), Abreu et al. (2000),
Vasconcelos et al. (2000 e 2021), Harrington et al. (2006) e Monteiro et al. (2014).

Foi utilizado o programa Arcmap 10.8.2 e o método de interpolacdo IDW (“Inverse Distance Weighting”) para a redacgao dos
mapas.
Em termos climaticos, houve algumas diferengas em relagao ao trinténio (1994 - 2024, Figura 6) face ao ano de estudo (2020/21,

Figura 7), nomeadamente na precipitacao, sobretudo nos meses de Outubro, Fevereiro e Marco.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Contabilizaram-se 62 espécies botanicas (Tabela 1). Ambas as parcelas apresentam todos os grupos de classificacao (Figura 8 a
Figura 13). Os resultados demonstram elevada heterogeneidade intra-parcelar. Zonas sob influéncia da copa das &arvores
apresentaram maior proporcao de espécies botanicas nutritivas (40,58 * 15,87 % de cobertura do solo) e menos infestantes
(36,52 + 13,88 % de cobertura do solo), em relagdo a areas fora da influéncia da copa das arvores (50,75 * 13,29 % de coberto
com espécies nutritivas e 72,83 + 14,3 % de coberto com espécies infestantes).

Verificou-se elevado coeficiente de variacao, sobretudo nas zonas DCA. Variando desde 92% na cobertura do solo com espécies

téxicas nas zonas DCA a 32% na cobertura do solo com espécies pratenses em zonas FCA.

A classificacao efectuada nao é linear. Algumas plantas consideradas téxicas (Tabela 1 e Figura 8) ndo o sdo para alguns animais
e vice-versa. Por exemplo alguns autores consideram que a Dactylis glomerata nao é nutritiva (Stahlin e Skirde, 1986) mas no
presente estudo foi considerada.

Das espécies pratenses (Tabela 1 e Figura 11) mais produtivas de pastagens mediterraneas apenas uma foi inventariada e apenas
numa area de amostragem. Trata-se, precisamente, da Dactylis glomerata (Rivas Goday e Gelabert, 1963). Ainda assim a maioria

das espécies inventariadas é tipica de ecossistemas mediterraneos (Fabaceae e Poaceae) embora nao sejam as mais produtivas.
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A espécie Plantago lanceolata (medicinal, Tabela 1 e Figura 12) foi a que se aproximou mais dos valores de Hector et al. (1999),
seguida do Rumex acetosa (toxica) e Dactylis glomerata (pratense). A existéncia de espécies de todos estes grupos sugere que as
pastagens possuem, em termos gerais, infestantes e o que parece variar € a proporgao de cada grupo e as espécies que 0
compdem. A par disso, no presente estudo, também variou a distribuigao intra-parcelar de cada grupo.

Os nossos resultados diferem dos de Serrano et al. (2018) em condigdes edafo-climaticas idénticas mas naquele estudo com
pastoreio permanente de ovinos, em que, por exemplo, a espécie dominante era o Erodium moschatium (toxica) que nao foi
identificada sequer nas areas do nosso estudo, o que pode ser devido as espécies animais de pastoreio, abrindo boas
perspectivas de que um pastoreio holistico (com vérias espécies animais numa mesma parcela, mas em periodos temporais
diferentes), podendo diminuir a cobertura e o tipo de infestagdo. No estudo de Serrano et al. (2018), a cobertura de Echium sp.
(téxica) foi residual enquanto que no nosso estudo era a espécie téxica dominante, variando também a cobertura de outras
espécies como Plantago (medicinal) e Rumex (tdxica), o que corrobora com esta hipdtese. Estas diferencas sdo devidas a
conjugacgao de varios factores (Mohler et al., 2021). Por exemplo, a altura da entrada dos animais nas parcelas, mostrou-se
fundamental nos estudos de Monks et al. (2008) e no de Mills et al. (2008). No entanto, pensa-se que nas condi¢des do Montado
os seguintes factores sao os mais determinantes para a distribuicao espacial das espécies botanicas que compdem as pastagens
e, consequente, das infestantes das pastagens: tipo de pastoreio, espécie animal, comportamento climatico do ano agricola,
cobertura e distribuicao arbdrea, variacdes espaciais no solo, banco de sementes e efeitos alelopaticos.

Ainda que em termos gerais parece nao se ter verificado a diferenciacao de distribuicao da flora obtida por Vasconcelos et al.
(1993), a nivel de parametros do solo (textura e pH) em pomares de maceiras, diferencas subtis na fertilidade do solo podem
estar na origem dos resultados encontrados sendo fundamental estudos que relacionem os dados por nds obtidos com a
fertilidade do solo. Edwards et al. (1993) detectaram diferencas ao nivel do azoto do solo, em pastoreio com ovinos. Watson et al.
(2026) encontraram diferencas devido ao nivel do fésforo, associadas também ao tipo de pastoreio e sistema de produgao
(bioldgico vs integrado). No estudo de Diaz de Otélora et al. (2021) as diferencas foram devidas a duragao do pastoreio. Apesar de
tudo, os referidos estudos abordam apenas componentes especificas da pastagem e do pastoreio. Deste modo, estudos que
relacionem os diferentes sub-sistemas que compdem o ecossistema Montado sao escassos (Carreira, 2024), ainda que se pensa
serem necessérios ensaios de longa duracao, em parcelas permanentes para a obtencao de resultados crediveis, de modo a
auxiliar o gestor agro-pecuario. A Agricultura de Precisao pode contribuir para atenuar este problema uma vez que se baseia no
tratamento de dados ao longo de varios anos e analise continua das decisdes tomadas e suas consequéncias.

E possivel que o tipo de solo esteja mais associado a certas espécies pois, em vinha, em condicées semelhantes aos do nosso
estudo, no Alentejo, também foi detectada uma elevada cobertura de Echium plantagineum (Sousa et al., 2009). A isto, no nosso
estudo, ainda acresce o pastoreio selectivo. Isto é, tratando-se de uma espécie tdxica os animais evitam-na. Consequentemente,
se nao for controlada, a sua cobertura aumenta ao longo do tempo. A titulo de exemplo, certas espécies como as da familia
Asteraceae (Compostas), a que pertencem, sobretudo, espécies agressivas, como os cardos, uma unica flor pode produzir 60 mil
sementes (Bivar, 1936). Deste modo, havera sempre sementes no solo, pelo que a estratégia de controlo mais eficaz deve ser no
intuito de evitar a sua emergéncia, criando condi¢coes para a germinacao e rapida emergéncia de espécies pratenses como as
Fabaceae (leguminosas) e Poaceae (gramineas) em detrimento das condigdes propicias as toxicas e agressivas, por exemplo,
ensombrando-as.

Ao referido, acresce ainda o facto de que a pastagem deve ser analisada na totalidade. Isto €, mesmo espécies pratenses como
os trevos (Trifolium) podem ser toxicas em certas fases do seu ciclo para alguns animais no Montado, sobretudo quando estes
sao jovens. No entanto, esta toxicidade é evitada com o aumento da riqueza da composicao floristica que compdem a pastagem
(Faria, 1887). O facto das pastagens do Montado serem biodiversas pode ser determinante para evitar patologias associadas ao
pastoreio. Ainda assim, a referida biodiversidade pratense nao evitou a elevada cobertura de infestantes da parcela Mitra A,
contribuindo para a degradacao da pastagem naquela parcela que foi a parcela onde os animais permaneceram mais tempo o
que é indicio de pastoreio selectivo. Para o conhecimento dos habitos de pastoreio e averiguar o seu impacto na qualidade da
pastagem, podem ser colocadas coleiras com tecnologia GNSS, permitindo a georreferenciagao animal, entrando-se, assim, no

dominio da Zootecnia de Precisao (Sales-Baptista et al., 2016).
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Este estudo, tal como outros como o de Velez et al. (1994) ficou circunscrito ao comportamento climatico do ano em que foi
efectuado o inventério floristico, embora tenha sido um ano com comportamento idéntico a média climatica, excepto na
Precipitacao, sobretudo outonal e primaveril. Para atenuar a influéncia do ano climatico, Velez et al. (1994), entre muitos outros
autores como Mills et al. (2008) e, mais recentemente, Watson et al. (2026), indicam a necessidade do alargamento deste tipo de
ensaios a um maior nimero de anos e de tipo de solos.

Perspectiva-se que o controlo das zonas com maior cobertura de infestantes (téxicas ou agressivas) contribuiréd para o bem-estar
animal e sustentabilidade do Montado.

Demonstra-se neste trabalho o potencial da AP para o mapeamento da distribuicdo espacial de infestantes no Montado.
Seguindo as fases do ciclo de AP, no futuro deve ser efectuado o seu controlo forma directa (herbicida, monda, mobilizacao,
corta-mato) ou indirecta (fertilizagado), favorecendo as condigdes ecoldgicas a instalacdo e desenvolvimento de espécies
benéficas da pastagem. Tradicionalmente, o controlo das espécies prejudiciais as pastagens era feito de modo quimico (Willard;
1978; Stahlin e Skirde, 1986) ou mecanico (Harker et al., 2000). No entanto, dada a complexidade do sistema Montado e das
externalidades negativas que essas operagdes comportam, devem ser implementadas outras estratégias de controlo, por
exemplo, através da melhoria das fungdes do solo nas zonas mais criticas e do pastoreio holistico. A AP constitui uma ferramenta
que o auxilia e, no caso de ndo haver outra alternativa ao controlo mecanico ou quimico, a AP permite limitar a operagao cultural
exclusivamente a zona onde esta é necessaria, aumentando a eficiéncia da gestdo. Uma forma adicional mas complementar é a
compreensao dos habitos de pastoreio para que o maneio animal possa ser melhorado.

Finalmente, verificou-se que a bibliografia existente sobre o estudo de espécies infestantes em pastagens permanentes é muito
escassa. Deste modo é aconselhavel o aumento deste tipo de estudos dado o papel fundamental das pastagens na economia
portuguesa. O subsistema florestal do Montado também néo foi abordado no presente estudo, o que devera ser de motivacao

para um trabalho futuro, de modo a relacionar todos os elementos que compode o sistema Montado.

CONCLUSAO

Foi detectada uma elevada cobertura de espécies infestantes em detrimento de espécies nutritivas da pastagem em Montado. A
degradacgao da pastagem foi maior na parcela onde os animais permaneceram mais tempo o que é indicio de pastoreio selectivo.
A Agricultura de Precisdo através do mapeamento do solo, associado ao conhecimento da composicao floristicas e os efeitos da
sua ingestdo permite auxiliar o gestor do Montado. Também a Zootecnia de Precisdo, nomeadamente com o estudo
georreferenciado dos habitos de pastoreio é fundamental em parcelas com elevada dimensao, o que é tipico no Montado. Deste
modo, o conhecimento de especialistas em cada area do Montado, nomeadamente Engenheiros Zootécnicos, Agronomos e
Silvicultores, é fundamental para a tomada de decisdo quotidiana do gestor do Montado. E aconselhavel o aumento deste tipo de

estudos, com sinergismos entre especialistas, dado o aumento da area de pastagens em Portugal.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1 - Classificacao utilizada para a divisao das espécies botanicas

Espécie Familia Classificacédo
Agrostis pourretii Poaceae Pratense
Anagallis arvensis Primulaceae Pratense
Andryala integrifolia Asteraceae Infestante
Avena barbata Poaceae Pratense
Bromus diandrus Poaceae Pratense
Bromus hordeaceus Poaceae Pratense
Bromus rigidus Poaceae Pratense
Capsella bursa-pastoris Brassicaceae Toéxica
Carduus tenuiflorus Asteraceae Agressiva
Cerastium tomentosum Caryophyllaceae Infestante
Chamaemelum fuscatum Asteraceae Téxica
Chamaemelum mixtum Asteraceae Toéxica
Coleostephus myconis Asteraceae Infestante
Crepis capillaris Asteraceae Infestante
Cynosurus echinatus Poaceae Pratense
Dactylis glomerata Poaceae Pratense
Echium plantagineum Boraginaceae Toéxica
Erodium botrys Geraniaceae Téxica
Galactites tomentosus Asteraceae Agressiva
Gaudinia fragilis Poaceae Infestante
Geranium molle Geraniaceae Infestante
Geranium rotundifolium Geraniaceae Infestante
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1 - Classificacao utilizada para a divisao das espécies botanicas

Espécie Familia Classificacédo
Hedypnois cretica Asteraceae Infestante
Hordeum murinum ssp. leporinum Poaceae Agressiva
Hypochaeris glabra Asteraceae Infestante
Hypochaeris radicata Asteraceae Infestante
Juncus bufonius Juncaceae Infestante
Lavatera cretica Malvaceae Infestante
Leontodon taraxacoides Asteraceae Infestante
Lolium aristatum Poaceae Pratense
Lotus parviflorus Fabaceae Pratense
Malva parviflora Malvaceae Toxica
Mentha pulegium Lamiaceae Medicinal
Ornithopus compressus Fabaceae Pratense
Orobanche sp. Orobanchaceae Infestante
Plantago coronopus Plantaginaceae Medicinal
Plantago lagopus Plantaginaceae Medicinal
Plantago lanceolata Plantaginaceae Medicinal
Polycarpon tetraphyllum Caryophyllaceae Infestante
Raphanus raphanistrum Brassicaceae Toxica
Rumex acetosella subsp. angiocarpus | Polygonaceae Toxica
Rumex bucephalophorus Polygonaceae Toéxica
Rumex crispus Polygonaceae Toxica
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TABELAS E FIGURAS
Tabelas

Tabela 1 - Classificacao utilizada para a divisao das espécies botanicas

Espécie Familia Classificacao
Senecio jacobea Asteraceae Toxica
Silene gallica Caryophyllaceae Infestante
Sisymbrium officinale Brassicaceae Infestante
Spergula arvensis Caryophyllaceae Infestante
Tolpis barbata Asteraceae Infestante
Torilis arvensis Apiaceae Infestante
Trifolium campestre Fabaceae Pratense
Trifolium cernuum Fabaceae Pratense
Trifolium glomeratum Fabaceae Pratense
Trifolium michelianum Fabaceae Pratense
Trifolium resupinatum Fabaceae Pratense
Trifolium strictum Fabaceae Pratense
Trifolium subterraneum Fabaceae Pratense
Trifolium vesiculosum Fabaceae Pratense
Tuberaria guttata Cistaceae Infestante
Vicia lutea Fabaceae Pratense
Vulpia bromoides Poaceae Pratense
Vulpia geniculata Poaceae Pratense
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Figuras

Figura 1 - Pastoreio selectivo no Montado com predominio de espécies agressivas (ex: Carlina spp.) em Junho - Julho de 2024,
evidenciado num tracado descontinuo a vermelho, com forma circular (foto: Filipa Caldeira).

Figura 2 - Pastagem infestada por Urginea maritima, nomo vulgar: cebola-albarra (exemplificado num tracado descontinuo
circular a vermelho), uma espécie téxica (em Montado de azinho, Avis, 21 de Marcgo de 2024, Foto Filipa Caldeira).
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Figura 3 - Mancha de Rumex sp. (de flor vermelha) e algumas Chamaemelum mixtum (L.) All. (de flor branca) espécies toxicas
da pastagem de sequeiro. (Mitra, 10 de Margo de 2022).

Figura 4 - Animais a pastorear na parcela Mitra A. Durante o estudo e ao longo de varios anos o maneio da area experimental
tem sido o mesmo. Os animais, durante o ciclo vegetativo da pastagem alternavam entre a parcela Mitra A ou Mitra B.
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Zonade Estudo (*Mitra A" e "Mitra B")
N

Legenda

Pontos de amostragem
Area de estudo

Figura 5 - Area de estudo com os de amostragem (Horta Marques, 2026).
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Figura 6 - Grafico termopluviométrico da Estacao Meteorolégica da Mitra no trinténio 1994/95 - 2023/24 (Horta Marques,
2026).
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Figura 7 - Grafico termopluviométrico da Herdade da Mitra do ano de estudo, 2020/21 (adaptado de Serrano et al., 2022).
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Figura 8 - Distribuicao espacial da cobertura do solo com espécies téxicas. Os quadrados referem-se as areas fora da
influéncia da copa das arvores (FCA) e as restantes areas, a negrito, locais debaixo da copa de azinheiras (DCA).
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Figura 9 - Distribuicao espacial da cobertura do solo com espécies agressivas. Os quadrados referem-se as areas fora da
influéncia da copa das arvores (FCA) e as restantes areas, a negrito, locais debaixo da copa de azinheiras (DCA).
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Figura 10 - Distribuicao espacial da cobertura do solo com espécies infestantes. Os quadrados referem-se as areas fora da
influéncia da copa das arvores (FCA) e as restantes areas, a negrito, locais debaixo da copa de azinheiras (DCA).
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Figura 11 - Distribuicao espacial da cobertura do solo com espécies pratenses. Os quadrados referem-se as areas fora da
influéncia da copa das arvores (FCA) e as restantes areas, a negrito, locais debaixo da copa de azinheiras (DCA).
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Figura 12 - Distribuicao espacial da cobertura do solo com espécies medicinais. Os quadrados referem-se as areas fora da
influéncia da copa das arvores (FCA) e as restantes areas, a negrito, locais debaixo da copa de azinheiras (DCA).
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Infestantes Nutritivas

Figura 13 - Esquerda - Distribuicao espacial da cobertura do solo com espécies infestantes (infestantes = téxicas +
agressivas + outras infestantes); Direita — Distribuicao espacial da cobertura do solo com espécies nutritivas (nutritivas =
pratenses + medicinais). Os quadrados referem-se as areas fora da influéncia da copa das arvores (FCA) e as restantes areas,

a negrito, locais debaixo da copa de azinheiras (DCA).
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RESUMEN

El desarrollo de collares inteligentes con GPS e Inteligencia Artificial (IA) representa un avance significativo para la ganaderia
extensiva, permitiendo la monitorizacion constante de la ubicacién y el bienestar animal. Este estudio evalud la utilidad de la
informacidn proporcionada por estos dispositivos en la vigilancia de vectores (garrapatas y dipteros) transmisores de enfermedades
que afectan tanto a la sanidad animal como a la salud humana en la provincia de Lugo (Espana). Entre mayo y julio de 2024, se
seleccionaron cuatro areas geolocalizadas mediante collares utilizados por vacas (3) y caballos (1), y cuatro dreas de control sin
presencia animal conocida. Para la recoleccion de garrapatas en la vegetacién, se empled el método de dragging (arrastre de manta
blanca) en trayectos de 10 m repetidos cuatro veces por punto. La captura de dipteros se realizé con trampas CDC de luz UV durante
dos noches consecutivas por zona. Los resultados revelaron que en el 100% de las areas georreferenciadas con GPS se recolectaron
garrapatas (Ixodes ricinus y Dermacentor reticulatus) y dipteros (Culex pipiens s.l., Culicoides y Stomoxys calcitrans). En contraste, sélo
el 25% de las areas sin animales arrojaron resultados positivos. Estos datos demuestran que el conocimiento preciso del
posicionamiento de los animales en pastoreo optimiza el éxito de la vigilancia entomoldgica y permite una gestion mas eficiente de
los recursos. Se concluye que la integracion de datos de IA en la monitorizacion de vectores es una herramienta preventiva crucial

para anticipar riesgos sanitarios en sistemas extensivos, facilitando estrategias de control méas eficaces bajo el enfoque de "Una
Sola Salud".
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ABSTRACT

The development of smart collars equipped with GPS and Artificial Intelligence (Al) represents a significant advancement for
extensive livestock farming, enabling continuous monitoring of animal location and welfare. This study evaluated the utility of
information provided by these devices for the surveillance of vectors (ticks and dipterans) that transmit diseases affecting both
animal and human health in the province of Lugo (Spain). Between May and July 2024, four areas geolocated using collars worn by
cows (3) and horses (1) were selected, alongside four control areas with no known animal presence. For tick collection in vegetation,
the dragging method (white cloth dragging) was used in 10 m paths repeated four times per site. Dipteran capture was conducted
using UV light CDC traps for two consecutive nights per area. The results revealed that in 100% of the GPS-georeferenced areas,
ticks (Ixodes ricinus and Dermacentor reticulatus) and dipterans (Culex pipiens s.l., Culicoides, and Stomoxys calcitrans) were
collected. In contrast, only 25% of the areas without animals showed positive results. These data demonstrate that precise
knowledge of animal positioning in the pasture optimizes the success of entomological surveillance and allows for more efficient
resource management. It is concluded that the integration of Al data in vector monitoring is a crucial preventive tool for anticipating

health risks in extensive systems, facilitating more effective control strategies under the "One Health" approach.

KEYWORDS

Al, GPS, surveillance, vectors, extensive.
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INTRODUCCION

La ganaderia extensiva en Europa, y particularmente en la region atlantica de la Peninsula Ibérica, se enfrenta a un creciente
desafio que guarda relacién con el cambio climatico y su posible influencia en la expansién de enfermedades transmitidas por
vectores (ETV). En este contexto, la interfaz entre la fauna silvestre, el ganado doméstico y el ser humano crea un ecosistema
complejo, y muchas veces desconocido, donde la circulacién de patégenos es constante. La gestidn sanitaria moderna exige una
transicién desde modelos reactivos hacia estrategias de vigilancia proactivas y preventivas, enmarcadas en el paradigma de
"Una Salud" (One Health).

La monitorizacion de artropodos hematdéfagos, como garrapatas de las familias Ixodidae y dipteros de los géneros Culex o de
Culicoides, es fundamental, ya que actian como vectores de patégenos de alto impacto socioeconémico y sanitario, agentes
etioldgicos de enfermedades como la encefalitis transmitida por garrapatas, la enfermedad de Lyme (Pena et al., 2025), la fiebre
del Nilo Occidental o la lengua azul (Cazapal-Monteiro et al., 2025). Sin embargo, la vigilancia entomoldgica tradicional a menudo
se enfrenta a la dificultad de identificar puntos criticos representativos de muestreo en grandes extensiones de terreno, lo que
deriva en una inversion ineficiente de tiempo, asi como de recursos humanos (Newman et al., 2019)[JH1] .

La irrupcion de la ganaderia de precision (precision livestock monitoring o PLF, por sus siglas en inglés) ha transformado esta
realidad (Menezes et al., 2024). El desarrollo de collares inteligentes que integran sistemas de posicionamiento global (GPS) y
algoritmos de Inteligencia Artificial (IA), no sélo permite localizar al ganado en tiempo real, sino también analizar patrones de
comportamiento, dreas de descanso y rutas de pastoreo preferentes. Estos dispositivos, entre los que se encuentran algunos
desarrollados por la empresa Innogando S.L. Technologies (Cospeito, Lugo, Espana), generan una enorme cantidad de datos que,
hasta ahora, se utilizaban principalmente para la gestién productiva y el bienestar animal, pero que podrian ser utilizados en la
deteccion temprana de alertas sanitarias, la optimizacion de servicios ecosistémicos, y también en aplicaciones disruptivas de la
computacion avanzada que aun estan por desarrollar.

La hipdtesis del presente trabajo consiste en que la informacion geoespacial generada por estos collares puede ser utilizada
como un indicador indirecto (centinela) para localizar biotopos con alta densidad de vectores. Dado que los hospedadores atraen
a los vectores mediante estimulos quimicos (CO,) y térmicos, las zonas de mayor permanencia del ganado geolocalizadas
mediante IA deberian presentar una mayor tasa de captura de vectores, en comparacién con zonas aleatorias del mismo terreno
donde los animales pasen menos tiempo.

El objetivo de este estudio es llevar a cabo un estudio inicial de como la integracién de la IA y el GPS en el manejo ganadero
constituye una herramienta de vigilancia epidemioldgica avanzada, optimizando la recogida de vectores y permitiendo una

evaluacion del riesgo sanitario mas precisa tanto para la sanidad animal como para la salud publica.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se basd exclusivamente en la monitorizacion remota de la actividad animal mediante dispositivos no
invasivos, y en la recogida de muestras entomoldgicas en el medio ambiente. Debido a que no se realizé ninguna manipulacion
fisica, intervencion clinica ni alteracién del comportamiento natural de los animales, no fue necesaria la aplicacion de normativas
especificas sobre experimentaciéon animal, y tampoco la aprobacién por parte de comités de bioética para procedimientos
experimentales.

El estudio se llevé a cabo en la provincia de Lugo (Galicia, Espafa) (43°00’ N 7°30’ W), un &rea que se caracteriza por un clima con
abundantes precipitaciones y temperaturas moderadas practicamente a lo largo de todo el ano, condiciones que favorecen el
desarrollo de diversas especies de vectores. La toma de muestras se realizé entre los meses de mayo y julio de 2024,
coincidiendo con el periodo de mayor actividad biolégica de garrapatas y dipteros en la zona. Las zonas de muestreo se
seleccionaron bajo dos criterios, de un lado, en areas de pastoreo extensivo con presencia de ganado que portaba elementos de
geolocalizacion, y de otro, en areas de control sin presencia animal conocida al considerar la toma de muestras, que ademas

mostraban caracteristicas similares de vegetacion.
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Tecnologia de monitorizacion y seleccion de puntos

Se utilizaron collares inteligentes del sistema RUMI © (Fig. 1), desarrollados por la empresa Innogando S.L. Technologies
(Cospeito, Lugo, Espana). Estos dispositivos se emplean como wearables avanzados, que son dispositivos electrénicos (como
relojes inteligentes, pulseras de actividad, gafas inteligentes) que se colocan en el cuerpo como accesorios, ropa o incluso
implantes, y que cuenta con capacidad para interactuar con el usuario y otros dispositivos, lo que hace posible monitorizar,
recopilar datos o realizar funciones especificas, ampliando la capacidad humana o proporcionando informacién util en tiempo
real. Estos dispositivos integran sensores de movimiento y sistemas de posicionamiento global (GPS) para la monitorizacién en
tiempo real del ganado. Aunque en el presente estudio los datos se presentan a nivel individual (3 vacas y 1 caballo), en realidad

cada animal monitorizado formaba parte de su respectivo rebano o grupo de pastoreo, actuando como centinela del colectivo.

La plataforma de |A asociada a los collares permite generar mapas térmicos (heatmaps) que visualizan la intensidad de uso del
espacio por parte de los animales (Figura 2).[JH1] Mediante el analisis de estos patrones de comportamiento, se identificaron
especificamente las zonas donde los animales habian permanecido detenidos durante periodos prolongados en el ultimo mes, ya
fuera realizando actividades de descanso, suefio o rumia. Estas localizaciones fueron seleccionadas como puntos de muestreo

entomoldgico, dada la supuesta mayor probabilidad de concentracién de vectores atraidos por el hospedador.

Muestreo de vectores

Para la captura de garrapatas en la vegetacion, se empled el método de arrastre utilizando una manta de franela de algodoén
blanco de 1 m x 1 m, también conocido como dragging (Newman et al., 2019; Pena et al., 2025) (Figura 3). Este procedimiento se
realiz6 manteniendo un contacto total con la hojarasca y la vegetacién, deteniéndose cada 2-3 minutos para retirar los
ejemplares adheridos. En cada punto geolocalizado, se realizaron cuatro muestreos de aproximadamente 10 metros, priorizando
microhabitats dptimos como areas de vegetacion media y zonas con sombra perimetral.

En la captura de dipteros adultos, se utilizaron trampas de luz ultravioleta (CDC-UV) Modelo 512 (Entomopraxis’, Barcelona,
Espana). Las trampas se colocaron a una altura de 1,7 metros sobre el suelo (Figura 4), en las inmediaciones de los animales,

permaneciendo operativas de forma continua desde el anochecer hasta la mafana siguiente (aproximadamente 12 horas).

Conservacion de las muestras

Una vez recolectados, los especimenes fueron trasladados al laboratorio del grupo COPAR en la Facultad de Veterinaria de Lugo
para su procesamiento:
o Garrapatas: Los ejemplares se colocaron en tubos de vidrio debidamente etiquetados y, posteriormente, se preservaron en
alcohol al 70% o en solucién RNAlater” para mantener la integridad de los acidos nucleicos para futuros anélisis.
o Dipteros: Los tanques de recoleccién de las trampas CDC se transportaron al laboratorio y se mantuvieron en congelacion a

-18°C 0 -20°C para su posterior identificacién y almacenamiento.

Identificacion taxonémica

La identificacidon de especie, sexo y estadio bioldgico de los vectores se realizé mediante microscopia estereoscopica (Leica

EZA4D). Para asegurar la precision diagndstica, se utilizaron las siguientes claves taxondmicas y criterios morfoldgicos de

referencia:

o Para garrapatas: Se emplearon las claves de Estrada-Pena et al (2018) y Walker et al (2003)[JH1] .

o Para dipteros (Culicidae y Ceratopogonidae): La identificacion se basé en manuales especializados y claves interactivas,
incluyendo los criterios de (Becker et al., 2020), y las claves para la region euro-mediterranea (Gunay et al., 2016). En el caso

de los dipteros del género Culicoides, se utilizaron criterios especificos basados en los patrones de las alas (Rawlings, 1996).
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Andlisis de datos

Los datos fueron procesados mediante un andlisis descriptivo para determinar la frecuencia de presencia de cada taxdn,

comparando la tasa de éxito de captura entre los puntos identificados por IA y las zonas de control.

RESULTADOS

La aplicacién de la tecnologia de geolocalizacién e Inteligencia Artificial permitio la identificaciéon de puntos de muestreo
entomolégico. Se comparé la presencia de artrépodos hematéfagos entre las zonas determinadas por la actividad animal y las
zonas de control aleatorias, obteniéndose que (Figura 5):
e En el 100% (4/4) de las areas georreferenciadas mediante los mapas térmicos de los collares GPS, se confirmé la presencia
simultanea de garrapatas y dipteros de interés sanitario.
En las areas de control (seleccionadas sin informacidn de presencia animal), Unicamente el 25% (1/4) de las localizaciones resultd

positiva para la captura de estos vectores.

Identificacion de garrapatas (Ixodidae)

En todas las zonas vinculadas a la monitorizacion GPS se recolectaron ejemplares de garrapatas mediante la técnica de
dragging. El andlisis taxondmico realizado por el grupo COPAR permitié identificar las siguientes especies de interés sanitario:
o Ixodes ricinus.

e Dermacentor reticulatus.

Identificacion de dipteros de interés sanitario

La identificacidon de dipteros se centré en aquellos con capacidad demostrada como vectores de enfermedades zoondticas o
patologias de relevancia en veterinaria y salud humana. En los puntos de geolocalizacién animal se obtuvieron ejemplares de las
siguientes especies y géneros vectoriales:

e Culex pipiens s.l.

e Culicoides spp.

e Stomoxys calcitrans.

DISCUSION

Mediante el presente estudio pone de manifiesto cémo la convergencia entre la ganaderia de precisién y la entomologia sanitaria
puede optimizar los programas de vigilancia de enfermedades vectoriales en entornos de produccién extensiva. La disparidad
observada en los resultados de captura, con una positividad del 100% en las zonas geolocalizadas frente a un escaso 25% en las
de control, es especialmente relevante si se considera que ambos tipos de dreas pertenecian a la misma finca y eran igualmente
accesibles para el ganado. Este hallazgo indica que la mera disponibilidad de terreno no determina la presencia del vector, sino
que esta se concentra de manera critica en los puntos donde los animales deciden pasar la mayor parte del tiempo,
especialmente durante periodos prolongados de inactividad.

Desde una perspectiva sanitaria, la identificacién de especies como Ixodes ricinus y Dermacentor reticulatus en las areas de
mayor permanencia del ganado tiene implicaciones directas para la salud publica en el noroeste de la Peninsula Ibérica. La
especie de garrapata I. ricinus es el principal vector en Europa de la bacteria Borrelia burgdorferi s.l., agente de la enfermedad de

Lyme, mientras que D. reticulatus desempena un papel clave en la transmision de rickettsiosis y diversas babesiosis animales.
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El hecho de que estas garrapatas se concentren en las zonas de descanso geolocalizadas sugiere que el ganado acttiia como un
potente factor de agregacion bioldgica, aumentando el riesgo de transmisién no solo para el rebano, sino para cualquier
trabajador rural que frecuente estos puntos calientes identificados mediante IA.

En cuanto a los dipteros, la captura constante de Culex pipiens s.l. representa un hallazgo de enorme trascendencia bajo el
enfoque "Una Sola Salud". Este mosquito actia como vector puente para virus zoonéticos como el del Nilo Occidental (WNV) y el
Usutu. La presencia simultdnea de ganado bovino y equino en puntos con alta densidad de Culex y Culicoides —estos ultimos
responsables de la Lengua Azul y el virus de Schmallenberg — resalta la utilidad de la geolocalizacion para establecer mapas de

riesgo dindmicos que superan la capacidad de la vigilancia tradicional (Cazapal-Monteiro et al., 2025).

Uno de los aportes mds innovadores de esta metodologia reside en la capacidad de identificar "zonas calientes" o hotspots para
transformar radicalmente el control de vectores. Tradicionalmente, la lucha contra artrépodos hematéfagos se basa en
tratamientos generalizados sobre todo el rebano o aplicaciones ambientales indiscriminadas que conllevan altos costes y
riesgos ambientales. No obstante, al conocer las ubicaciones exactas donde se produce el mayor contacto entre vector y
hospedador, se pueden implementar estrategias de manejo integrado con un uso minimo de medios quimicos. Esto incluye la
posibilidad de realizar intervenciones fisicas selectivas, como la limpieza de maleza o el drenaje de bebederos solo en las zonas
de pernocta, o la aplicacion dirigida de biocidas Unicamente en las coordenadas indicadas por los mapas térmicos de los collares.
El uso de la tecnologia para supervisar de forma remota y continua la salud, el comportamiento y las condiciones ambientales de
cada animal se ha definido como «supervision ganadera de precision» (PLF) (Eckelkamp, 2019). Mediante el uso de sensores, el
analisis de datos y la automatizacion, los ganaderos reciben informacion en tiempo real, lo que les permite tomar decisiones de
gestién proactivas y optimizar el bienestar animal, la productividad y la utilizacién de los recursos. En la ganaderia de produccion,
el término digitalizacion se refiere a menudo a la tecnologia de sensores, el procesamiento electrénico de datos o los sistemas
automatizados, por ejemplo, en el ordefio (Kleen & Guatteo, 2023). La PLF incluye robots o sensores que recopilan y producen
datos que son calculados y analizados por algoritmos para generar informacién relevante. Es interesante senalar que la
digitalizacién se refiere a diversas tendencias e innovaciones que facilitan los cambios en los modelos de negocio y generan
nuevas oportunidades de valor, con el apoyo de diversas herramientas digitales (Lamanna et al., 2025). Algunas tecnologias se
han implementado muy rapidamente (por ejemplo, la localizacién de animales, la deteccion del celo y la deteccién del parto),

especialmente en la produccién de ganado lechero (Kaur & Virk, 2025).

Como se menciond anteriormente, se han utilizado ganado vacuno y caballos criados en condiciones de pastoreo o silvicultura
para obtener informacidn sobre la utilidad de los collares GPS como ayuda en el disefno de protocolos de vigilancia de vectores.
Este enfoque de "precision sanitaria" permite reducir la tasa de infeccion de manera eficiente, minimizando la carga quimica en
el ecosistema y protegiendo la biodiversidad al evitar impactos sobre especies no diana. Aunque estos resultados son
preliminares y deben ser validados con muestreos mas extensos, sugieren que la digitalizacién del sector ganadero es una
herramienta de medicina preventiva de primer orden, capaz de anticipar riesgos epidemiolégicos y mejorar la bioseguridad tanto

animal como humana de forma sostenible y resiliente.

En este estudio piloto, los datos de geolocalizacién del ganado vacuno y equino criado en sistemas de ganaderia extensiva
resultaron totalmente satisfactorios para identificar los lugares adecuados para la presencia de vectores (Cantalapiedra et al.,
2025). Este conocimiento se obtuvo mediante el uso de collares inteligentes RUMI®, un dispositivo que monitoriza a los animales
en tiempo real, reconociendo todas sus actividades (alimentacion, descanso, rumia, movimiento, etc.) y facilitando la gestién del

rebano y la toma de decisiones en la explotacion para los ganaderos.
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CONCLUSIONES

La integracién de tecnologias de precisiéon basadas en Inteligencia Artificial y geolocalizacién representa una linea de
investigacién prometedora para la vigilancia entomolégica en la ganaderia extensiva, al facilitar la identificacién de
microhéabitats donde la interaccion entre el hospedador y el vector es presumiblemente maés intensa. Los resultados preliminares
de este estudio sugieren que el uso de mapas térmicos de actividad animal permite optimizar la captura de artrépodos de interés
sanitario, tales como . ricinus, D. reticulatus, C. pipiens s.l., Culicoides spp. y Stomoxys calcitrans. No obstante, al tratarse de un
trabajo inicial, es necesario realizar muestreos adicionales y estudios a mayor escala para confirmar la precisién de esta
metodologia y su consistencia en diferentes contextos ecoldgicos. Se concluye que el aprovechamiento de los datos de
comportamiento animal se perfila como una herramienta complementaria de gran valor dentro del enfoque "Una Sola Salud"
(One Health), con potencial para mejorar la eficiencia de los programas de vigilancia de enfermedades zoondticas y vectoriales

que afectan tanto a la sanidad animal como a la salud publica.
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Figura 2 - Heatmap que muestra las areas donde los animales se encuentran mas tiempo descansando o rumiando, dentro de
una parcela delimitada.
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Figura 4 - Las trampas CDC-UV hacen posible la captura de dipteros.
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Figura 5 - La geololocalizacion de herbivoros facilité la recogida de vectores garrapatas y dipteros en diferentes ubicaciones
de la provincia de Lugo.

Revista Portuguesa de Zootecnia 01,2026




INOCUIDAD AMBIENTAL DE HONGOS PARASITICIDAS EMPLEADOS EN LA PREVENCION DE INFECCIONES PARASITARIAS

nocuidade Ambiental de Hongos
Parasiticidas Emplcados enla
Prevencion de Infecciones
Parasitarias

lzaro Zubiria Ibarguren‘, 1Grupo de Investigacion COPAR (GI-2120), Departamento de Patoloxfa Animal. Facultade de Veterinaria, Universidade de
Carlos Emiliano Magos Amado" Santiago de Compostela. Campus Terra, Lugo (Espana).
Joel Cuervo Suérez‘, 2 Enfermedades Parasitarias / Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales(UDCA). Bogota (Colombia)
Jorge Alexander Leén Gonzélez"z, 3 CIISA - Centre for Interdisciplinary Research in Animal Health, Faculty of Veterinary Medicine, University of Lisbon,
Paula Marifo Faro', Lisbon, (Portugal)
Jodo Lozano"3"‘, 4 Associate Laboratory for Animal and Veterinary Sciences (AL4AnimalS), Lisbon, (Portugal)

1,3,4 *Autor Correspondente: joseangel.malagon@usc.es

Luis Manuel Madeira de Carvalho"**,
Maria Sol Arias Vazquez',

Adolfo Paz Silva',

José Angel Hernandez Malagon'™,

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la inocuidad ambiental de los hongos sapréfitos Mucor circinelloides y Duddingtonia
flagrans como alternativa al control quimico de pardsitos en produccién animal, por medio de dos ensayos experimentales. En el
primero, se pulverizaron soluciones con una mezcla de 108 esporas/mL de cada hongo sobre 20 bandejas con semillas de hierba
gatera (Nepeta cataria), empleando 10 bandejas como testigos (agua). Se evalud el desarrollo de las plantas y la posible aparicion de
anomalias cromaticas y morfoldgicas. En el segundo ensayo, la misma solucion fungica se pulverizo sobre placas de Petri con huevos
(n=6), larvas (n=6) y adultos (n=6) de la lombriz roja de California (Eisenia fetida), disponiendo de grupos control idénticos. Se midid la
tasa de supervivencia en cada estadio bioldgico. Los resultados mostraron una ausencia total de anomalias en el crecimiento de la
hierba gatera, con tasas de desarrollo, coloracién, tamano y densidad de crecimiento equivalentes a los testigos. En cuanto a E.
fetida, la supervivencia fue del 100% en todos los estadios, sin apreciarse efectos antagonistas. El ciclo de desarrollo no se vio
alterado: los huevos eclosionaron en 18+3 dias, los juveniles pasaron a subadultos en 4+3 dias y alcanzaron el estadio adulto en 575
dias. Se concluye que la aplicacién directa de una mezcla de esporas de M. circinelloides y D. flagrans es segura para el medio

ambiente.

PALABRAS CLAVE

parasitosis, prevencion, sostenibilidad, inocuidad, hongos
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INTRODUCCION

En la produccién ganadera actual, el control de las parasitosis gastrointestinales representa uno de los pilares fundamentales para
garantizar tanto la sanidad animal como la rentabilidad econdmica de las explotaciones. Las infecciones por helmintos no solo
comprometen el bienestar de los animales, sino que derivan en importantes pérdidas productivas asociadas a la disminucién de las
tasas de crecimiento, la reduccién en la produccion de leche, lana y otros subproductos, y el aumento de la susceptibilidad a otras
patologias.

Histéricamente, la lucha contra estos patdégenos se ha basado casi exclusivamente en la administracién periddica de farmacos
antihelminticos. Sin embargo, el uso intensivo y, en ocasiones, indiscriminado de estas sustancias ha desencadenado la aparicion de
resistencias en las poblaciones parasitarias a nivel global. Este fendmeno afecta ya a las principales familias de compuestos, como
los benzimidazoles, los imidazotiazoles y las lactonas macrociclicas, lo que supone un desafio clinico de primer orden al verse

drasticamente reducidas las opciones terapéuticas eficaces (Vina et al., 2022).

Ante esta situacion, el sector ganadero se enfrenta a la necesidad técnica de implementar estrategias de control integrado que no
dependan Unicamente de la quimioterapia convencional. El control biolégico mediante el empleo de microorganismos antagonistas
surge como una alternativa cientifica sélida. A diferencia de los parasiticidas quimicos, que actian de forma sistémica sobre el
hospedador, los agentes biolégicos operan en el medio externo, especificamente en el pasto y las heces, que es donde reside la

mayor parte de la poblacién parasitaria en forma de fases infectivas.

El paso del tiempo y la investigacidn de campo han demostrado que los esquemas de control mas eficaces son aquellos que integran
de forma sinérgica los tratamientos farmacoldgicos con agentes preventivos bioldgicos (Do Carmo et al., 2025; Thamsborg et al.,
1999). Entre estos ultimos, destacan los hongos filamentosos sapréfitos como Mucor circinelloides y Duddingtonia flagrans. Estos
hongos acttan capturando o degradando las larvas y huevos de parasitos en el suelo, interrumpiendo asi el ciclo de infeccién antes
de que el ganado ingiera los patégenos durante el pastoreo. Con el objetivo de eliminar las etapas infecciosas parasitarias del
entorno en el que se alimentan los caballos, se recomienda la rotacién de pastos (J. A. Hernéndez et al., 2018b; Singer et al., 2002). La
rotacion de pastos es una practica en la que los animales se trasladan entre diferentes pastos, cada uno de los cuales tiene dos
fases: pastoreo y descanso. Algunas estrategias de control biolégico contra los estréngilos incluyen la utilizacion de hongos
saprofitos del suelo como D. flagrans o Monacrosporium thaumassium (Tavela et al., 2013), que son capaces de crear trampas en su
micelio donde las larvas son capturadas, inmovilizadas y finalmente digeridas (Zarrin et al., 2015). Al igual que ocurre con otros
hongos ovicidas, M. circinelloides puede adherirse a la cubierta del huevo del pardsito, penetrar en su interior y destruir el contenido
interno. Se ha demostrado un efecto antagonista de M. circinelloides sobre los huevos de helmintos como Fasciola hepatica y Ascaris

suum, que se eliminan en las heces del ganado vacuno y porcino, respectivamente (Cortinas et al., 2015).

A pesar de que el perfil de seguridad de estos hongos ha sido evaluado con éxito en estudios de eficacia con rumiantes, donde se
demostré su capacidad para reducir significativamente la carga de estrongilos en ovejas de pastoreo sin efectos adversos para los
animales, es imperativo profundizar en su impacto sobre el ecosistema receptor. Es fundamental garantizar una transicién hacia
sistemas de produccién plenamente sostenibles y respetuosos con el equilibrio edafico. Por ello, el objetivo de este estudio es
evaluar la inocuidad ambiental de una solucién fungica compuesta por esporas de M. circinelloides y D. flagrans sobre indicadores

vegetales y fauna edéafica beneficiosa.
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MATERIAL Y METODOS

Este estudio se realizé exclusivamente con especies vegetales e invertebrados no cefalépodos (Eisenia fetida), por tanto, los
procedimientos no se encuentran sujetos al ambito de aplicacién del Real Decreto 53/2013 ni de la Directiva Europea
2010/63/UE sobre la proteccion de animales utilizados para fines cientificos, no siendo necesaria la autorizacién previa de un
comité de ética de experimentacién animal. No obstante, todos los ensayos se realizaron bajo principios de buenas practicas de
laboratorio y respeto ambiental.

La investigacion se desarrollé en las instalaciones del Grupo de Investigacion COPAR (GI-2120), Departamento de Patoloxia
Animal de la Facultade de Veterinaria, Universidade de Santiago de Compostela (Lugo, Espaia; 43°01'N, 7°33'W).

Se utilizaron esporas de las especies flingicas saprofitas Mucor circinelloides y Duddingtonia flagrans, aisladas, caracterizadas y
cultivadas previamente por el grupo de investigacion COPAR (Figura 1). Es fundamental especificar que el empleo de
clamidosporas (para ambos hongos) representa la forma de resistencia natural que permite a estos microorganismos sobrevivir
a condiciones adversas, incluyendo el paso por el tracto gastrointestinal de herbivoros monogéastricos y rumiantes (J. A.
Hernandez et al., 2018a; Mendoza-de Gives et al., 2018; Voinot et al., 2020), y también de carnivoros (Vina et al., 2022). Los
ensayos se realizaron bajo condiciones controladas de laboratorio, manteniendo una temperatura constante de 20+2°C y una
humedad relativa del 70%.

Se establecieron dos modelos de ensayo independientes para evaluar la inocuidad de una solucién fungica compuesta por una
mezcla de 10° esporas de cada uno de los hongos mencionados, utilizada mediante la técnica de pulverizacién directa, simulando

la dispersion natural o aplicada, sobre el terreno (Iméagenes 1y 2) (Lozano et al., 2024; Vina et al., 2020).

« Ensayo 1(Seguridad vegetal): Se emplearon 20 bandejas con semillas de hierba gatera (Nepeta cataria). En 10 de
ellas se pulverizé la solucién fungica, mientras que en los 10 restantes sirvieron como grupo control recibiendo
Unicamente agua destilada. Se evalué de forma periddica el desarrollo vegetativo y la posible aparicion de
anomalias morfoldgicas o cromaticas.

o Ensayo 2 (Seguridad en fauna edafica): Se empled la lombriz roja de California (Eisenia fetida) en tres estadios
bioldgicos: huevos, larvas y adultos. Se utilizaron 6 placas de Petri por cada estadio para el grupo de tratamiento
(pulverizadas con la mezcla fungica) y un nimero idéntico para el grupo control (agua destilada). Se monitorizd
diariamente la tasa de supervivencia y la cronologia del ciclo biolégico, incluyendo la eclosidn, el paso a subadulto

y la madurez.

Los datos se presentaron como media * desviacion estdndar. Se realizé un analisis descriptivo para comparar los parametros de

crecimiento vegetal y las tasas de supervivencia y tiempos de desarrollo de las lombrices entre los grupos tratados y control.

MATERIAL Y METODOS
Ensayo 1: Seguridad vegetal.

La evaluacién de las bandejas con hierba gatera (Nepeta cataria) tratadas con la solucién fungica no revelé anomalias que
pudieran relacionarse con la aplicacion de la mezcla de esporas. Se observé que la densidad de crecimiento, el espesor y el
tamano de las plantas fueron equivalentes a los del grupo testigo. No se detectaron alteraciones en la coloracién (clorosis o
manchas) ni signos de fitotoxicidad. El ritmo de crecimiento fue uniforme en ambos grupos durante todo el periodo de

observacion. (Figura 3)
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Ensayo 2: Seguridad en fauna edafica.

En cuanto a la supervivencia de la lombriz roja de California (Eisenia fetida), los resultados mostraron una tasa de supervivencia
del 100% en todos los estadios analizados (huevos, larvas y adultos), igualando los valores del grupo control. No se aprecié
ningun efecto antagonista derivado de la exposicion a la mezcla de esporas de M. circinelloides y D. flagrans (Figura 4).

La cronologia del desarrollo biolégico de E. fetida tampoco presentd diferencias significativas entre grupos. Los tiempos medios

registrados para completar las fases del ciclo fueron (Figura 4):

o Eclosion de huevos: 18+3 dias tras los cuales aparecieron los ejemplares juveniles.
« Paso a subadultos: se produjo en un periodo de 4+3 dias tras la eclosion.

« Madurez (adultos): los ejemplares alcanzaron el estadio adulto en un tiempo de 57+5 dias.

Finalmente, cabe destacar que no se detectd un desarrollo fungico invasivo en las placas de Petri, lo que sugiere que el sustrato
y los organismos presentes no estimulan un crecimiento descontrolado de las especies parasiticidas bajo las condiciones

ensayadas.

DISCUSION

La presente investigaciéon evalué la seguridad ambiental de los hongos filamentosos sapréfitos Mucor circinelloides y
Duddingtonia flagrans mediante su aplicaciéon directa en modelos vegetales y de fauna edéafica. Los resultados obtenidos
confirman que el empleo de una mezcla fungica con una carga de 10° esporas de cada hongo no genera efectos fitotéxicos ni
altera el ciclo bioldégico de organismos beneficiosos del suelo, confirmando los resultados previos observados mediante su
administracién por via oral a diferentes especies animales mediante diversas formulaciones comestibles (J. A. Hernandez et al.,
2018a; Vina et al., 2020, 2022; Voinot et al., 2020).

Un aspecto critico de este estudio fue el método de exposicidn. A diferencia de las aplicaciones donde las esporas son ingeridas
por el ganado para actuar dentro de la materia fecal, en este ensayo se opté por la pulverizacién directa de las estructuras de
resistencia, como son las clamidosporas (Vina et al.,, 2020). Este procedimiento representa un escenario de maximo estrés
ambiental, ya que sitta al hongo en contacto inmediato con los tejidos vegetales y los diferentes estadios de los invertebrados.
Esta informacién resulta esencial para considerar el empleo de estrategias sostenibles para el control de parésitos, puesto que
el hecho de que no se detectaran anomalias bajo estas condiciones de contacto directo refuerza la hipdtesis de que estas
especies poseen un nicho ecoldgico altamente selectivo hacia los nematodos parasitos, careciendo de mecanismos de

patogenicidad frente a organismos que no constituyen su objetivo (no son sus dianas).

La ausencia de alteraciones en el desarrollo de la hierba gatera (Nepeta cataria) es un hallazgo de gran relevancia practica. Para
que un agente de control biolégico sea viable en condiciones de campo, debe demostrar que no interfiere con la fisiologia de las
especies vegetales que componen la base forrajera del ganado. Los datos indican que los hongos sapréfitos evaluados no
compiten de manera perjudicial con la microbiota asociada al crecimiento vegetal ni afectan a los parametros morfolégicos de

las plantas, como el grosor, la densidad o la coloracién.

Respecto a la fauna edéfica, la eleccion de la lombriz roja de California (Eisenia fetida) como indicador es fundamental, dado que
se trata de un organismo estandar recomendado por organismos internacionales, como la OCDE (Organizacién para la
Cooperacién y el Desarrollo Econémicos), para la evaluacion de la toxicidad de sustancias en el suelo. Este invertebrado es

extremadamente sensibilidad a la presencia de xenobiéticos y contaminantes quimicos.
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La supervivencia del 100% observada en todos los estadios (huevos, larvas y adultos) tras la exposicion a la mezcla fungica es un
indicador robusto de su inocuidad. El hecho de que el ciclo biolégico se mantuviera dentro de los rangos temporales normales
(18+3, 4+3 y 57+5 dias) refuerza la hipdtesis de que M. circinelloides y D. flagrans actuan de forma selectiva, sin mostrar
antagonismo hacia organismos que no constituyen su objetivo (no son su diana). Este grado de estabilidad en la cronologia vital
sugiere que la presencia de esporas no interfiere en los procesos metabdlicos ni reproductivos de la macrofauna beneficiosa (J.
A. Hernandez et al., 2018a; Voinot et al., 2020).

En definitiva, la seguridad ambiental demostrada con el empleo de estos hongos avala su potencial como una herramienta de
prevencion biotecnolégica que permite avanzar hacia una produccion ganadera donde la sanidad animal coexista en equilibrio

con la biodiversidad del ecosistema edafico.

CONCLUSION

A partir de los resultados obtenidos en la presente investigacion, se puede afirmar que el empleo de una mezcla flngica de
Mucor circinelloides y Duddingtonia flagrans no interfiere en la integridad de los ecosistemas evaluados. En primer lugar, se ha
constatado la total inocuidad para las especies vegetales forrajeras, representadas por Nepeta cataria, la cual mantuvo un
desarrollo vegetativo, coloracion y densidad de crecimiento normales tras la aplicaciéon de esporas. Del mismo modo, el estudio
sobre la fauna edafica confirma que la exposicién a estos hongos no ejerce efectos antagonistas sobre la lombriz roja de
California (Eisenia fetida), garantizando una supervivencia del 100% y la continuidad biolégica de su ciclo vital en todos sus
estadios. En definitiva, estos hallazgos avalan el uso de estos hongos sapréfitos como una herramienta de prevencion bioldgica

sostenible y respetuosa con la biodiversidad en el entorno de la produccién animal.
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Figura 1- Esporas de M. circinelloides (en negro) y D. flagrans (amarillo).
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Figura 2 - Diseio del estudio realizado para confirmar la inocuidad del empleo de los hongos parasitéfagos M. circinelloides y
D. flagrans.
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Figura 3 - Comparativa de crecimiento e inocuidad: (a) bandejas con semillas de N. cataria; (b) desarrollo de la planta en
ausencia de hongos y (c) desarrollo de la planta en coexistencia con los hongos parasitéfagos M. circinelloides y D. flagrans.

Figura 4 - En el presente estudio se pulverizaron clamidosporas de M. circinelloides y D. flagrans en placas Petri (a) que
contenian huevos de Eisenia fetida(b), que no resultaron dainados, eclosionando y liberandose formas juveniles (c), que
alcanzaron la fase adulta sin alteracion (d).
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RESUMO

As alteracoes climaticas tém contribuido para a diminuicao da disponibilidade de dgua e influenciam negativamente a sua qualidade.
O presente estudo avaliou o efeito da qualidade da dgua sobre producao, reproducao e salide de vacas leiteiras em uma exploragao
do Alentejo, com elevados niveis de manganés (>1500 pg/L). Foram constituidos dois grupos experimentais dgua tratada (<50 pg/L
Mn) e dgua nao tratada, equilibrados quanto a idade, nimero de partos e composicdo do leite. Foram recolhidos dados técnicos da
exploracdo como: dados de produtividade, parametros reprodutivos, saide, bem como amostras biolégicas para anélises de sangue,
urina e leite. O tratamento da dgua reduziu significativamente o nimero de inseminacdes, o intervalo entre partos, a incidéncia de
baixa condigao corporal e problemas renais, enquanto a producao de leite apresentou tendéncia de aumento. O teor de gordura e
proteina permaneceu constante. Os resultados evidenciam que a adgua de qualidade é determinante para otimizar a eficiéncia

reprodutiva, a saude e a produtividade em sistemas de producéo leiteira.
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ABSTRACT

Climate change has contributed to a decrease in water availability and negatively affects water quality. This study evaluated the
effect of water quality on the production, reproduction, and health of dairy cows on a farm in Alentejo, with high levels of manganese
(>1500 pg/L). Two experimental groups were formed: treated water (<50 pg/L Mn) and untreated water, balanced in terms of age,
number of calvings, and milk composition. Technical data were collected from the farm, such as productivity data, reproductive
parameters, health, as well as biological samples for blood, urine, and milk analysis. Water treatment significantly reduced the
number of inseminations, the interval between calving, the incidence of poor body condition, and kidney problems, while milk
production showed an upward trend. Fat and protein content remained constant. The results show that water quality is crucial for

optimizing reproductive efficiency, health, and productivity in dairy production systems.

KEYWORDS

cattle, water, manganese, production, reproduction and health
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INTRODUGAO

Os impactos potenciais das mudancas climéaticas na atividade pecudria incluem efeitos diretos sobre a fisiologia, producao e
comportamento animal (Henry et al,, 2012), bem como efeitos indiretos mediados por alteragdes na disponibilidade de dgua e na
guantidade e qualidade das culturas forrageiras e de concentrados (Craine et al.,, 2016). Para a Europa, as projecoes climaticas
indicam uma tendéncia de aquecimento, acompanhada por maior irregularidade nas precipitacoes e pelo aumento da frequéncia e

intensidade de periodos secos e de secas extremas (Jacob et al., 2014).

A agua é um nutriente fundamental para animais em lactacao, desempenhando fungdes essenciais como a transferéncia de
nutrientes, a excrecao de produtos residuais, a digestao e a regulagao da temperatura corporal (Golher et al., 2021). Apesar de ser o
componente mais importante na alimentacdo das vacas, sua relevancia sé recentemente tem recebido destaque em textos

especializados e féruns sobre nutricdo animal (Gomes, 2018).

O crescimento populacional mundial prevé aumento da procura por alimentos, o que implicara maior utilizagdo da dgua na agricultura
(Mancosu et al., 2015). Assim, a expansao do setor pecuario deve ser equilibrada com a gestao dos impactos ambientais e os riscos a

seguranca alimentar global (Opio et al., 2011).

Em exploragdes leiteiras, a qualidade da agua de bebida é determinante para garantir consumo adequado pelos animais,
influenciando diretamente o consumo de alimentos, o crescimento e a producao de leite (Beede, 2012; Gomes, 2018). Minerais como o
manganés sao essenciais em pequenas quantidades para todos os organismos vivos, pois intervém em reacdes enzimaticas e
metabdlicas (U.S. Environmental Protection Agency, 2004). No entanto, concentragdes excessivas de manganés na dgua de consumo
podem reduzir a ingestao de dgua e de alimentos, provocando efeitos adversos sobre a salde, a producao e a reproducao dos animais
(Petersen et al., 2015). Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar o impacto da qualidade da dgua sobre a producéo,
reproducdo e saude de bovinos de leite em uma exploracdo localizada no Alentejo, onde foram detetados elevados niveis de

manganés na agua.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado numa exploragao de Bovinos de leite no distrito de Evora, concelho de Montemor-o-Novo. Situada na regido
do Alentejo, onde o clima é considerado temperado, com invernos chuvosos e verdoes secos e quentes. Dada a localizagdo da
exploracao, os recursos de agua disponivel para as atividades de vacaria e abeberamento dos animais sdo recursos proprios,
nomeadamente a utilizagao de furos.

No final do verao de 2019, o furo superficial (21 metros de profundidade) localizado mais préximo da vacaria secou, sendo necessario
proceder a sua substituicdo. O outro furo disponivel, mais afastado das instalacoes, era profundo (138 metros) e apds deposicao,
apresentava uma tonalidade mais escura no fundo dos bebedouros. As andlises fisico-quimicas realizadas a dgua deste novo furo

indicaram a presenca de valores de manganés superiores a 1500 ug/L.

Para a realizacdo deste estudo, obteve-se o parecer favoravel do Orgao responsavel pelo Bem-estar dos Animais da Universidade de
Evora (ORBEA-UE). No entanto, parece no ser necessario efetuar pedido de ética para a realizacao deste estudo, uma vez que no
Guia de Agua de Qualidade Adequada na Alimentacdo Animal (DGAV rev. 2 - Fev 2014), os valores recomendados para parametros
fisico-quimicos para o manganés na dgua (Mn) é <4 mg/L.

Foi possivel criar dois grupos experimentais de animais em produgao. Um grupo de animais que consumia agua tratada e um grupo de

animais que consumiria dgua, diretamente do furo, por isso, sem tratamento.
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Os grupos de animais foram equilibrados de acordo com a idade, o nimero de partos, teor butirico, teor de proteinas. Os grupos
experimentais (n=15) estiveram nas mesmas condigdes: estdbulo, alimentacéo, temperatura e humidade ambiente, mesmo
ndmero de bebedouros, mesmo espaco de manjedoura, mesmo plano profilatico e sanitario (Figura 1). O fator de variagao entre os
grupos foi a concentragao de Mn. O grupo com &gua tratada <50 pg/L (DGAV, 2014) e grupo dgua nao tratada, com valores

superiores a 1500 pg/L.

Foram recolhidos dados produtivos (producdo e composicdao do leite), reprodutivos (intervalo entre partos, numero de
inseminacoes, mortalidade embriondria e programas de sincronizagao de cios), satide (mastites, metrites, problemas renais e
tratamentos), além de registros de vendas e mortalidade. Os programas informaticos utilizados foram o Bovinet e Delpro. O
Bovinet caracteriza-se como uma ferramenta de gestdo de dados zootécnicos, reprodutivos e sanitdrios, permitindo o
acompanhamento individual e coletivo do rebanho, o registo de eventos produtivos e clinicos, bem como a geracdo de
indicadores de desempenho. J& o DelPro configura-se como um sistema integrado de gestdo, com elevada capacidade de
colheita automatica de dados provenientes de sala de ordenha, sensores e equipamentos de monitorizagao (coleiras),

possibilitando anélises em tempo real de producao, saude e reproducao.

As amostras de sangue, urina e leite foram recolhidas para avaliagao de indicadores fisiolégicos, metabélicos e de qualidade do
leite. No sangue, analisaram-se parametros como a glicose, ureia, creatinina, Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato
Aminotransferase (AST), Aspartato Aminotransferase (ALP) e Mn, indicadores do estado energético, funcdo hepética e renal, e
disponibilidade de minerais essenciais. Na urina, mediram-se ureia, creatinina, Mn e ferro, parametros de funcao renal e equilibrio
mineral. No leite, determinaram-se concentracoes de Mn, ferro, cdlcio, microrganismos totais, teor butiroso, teor proteico,
contagem de células somaticas e ureia, indicadores da saude da glandula mamadria, qualidade do leite e estado nutricional das

vacas.

As colheitas ocorreram ao longo de dois meses (abril e maio), permitindo monitorizar a variagao desses parametros e sua relagao
com a produtividade e o bem-estar animal. As colheitas foram realizadas sempre no periodo da manh3, a fim de se evitar o
stresse térmico ocasionado pelo aumento da temperatura ao decorrer do dia. As amostras foram processadas nos laboratdrios
do DNATech e do INIAV.

Todos os dados sdo apresentados foram analisados com o software SPSS versao 30. A significancia estatistica da diferenca
entre as distribuicoes foi avaliada quanto a normalidade através do teste de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade da variancia foi
avaliada através do teste de Levene’s. As diferencas entre os grupos foram comparadas por meio de um teste t e Man-Whitney,

com um nivel de significancia estabelecido para um intervalo de confianca de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados apresentados na tabela 1, a idade média dos animais foi semelhante entre os grupos, com 4,82 +
0,68 anos no grupo que recebeu dgua sem tratamento e 4,78 + 0,83 anos, no grupo que recebeu dgua com tratamento. Isso
indica que os grupos eram homogéneos quanto a faixa etaria, o que reduz potenciais envieses relacionados a idade na andlise de
desempenho e composigao do leite.

A producéao de leite aos 305 dias apresentou diferenca entre os grupos, sendo em média 8.836,64 + 1.879,31 kg para o grupo sem
tratamento e 10.026,00 * 1.976,58 kg para o grupo com tratamento. Essa diferenga sugere que a melhoria na qualidade da dagua
pode ter influenciado positivamente a producao leiteira, possivelmente por favorecer a ingestao de dgua e o estado nutricional
das vacas, conforme relatado por Beede (2012) e Golher et al. (2021). A variabilidade observada, expressa pelo desvio padrao,
indica que alguns animais apresentaram respostas maiores ou menores, mas a tendéncia geral aponta para um efeito benéfico

do tratamento da agua.
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Em relagao a composicao do leite, o teor butiroso foi semelhante entre os grupos, com médias de 3,925 * 0,28% no grupo sem
tratamento e 3,935 * 0,41% no grupo com tratamento. O teor proteico também nao apresentou diferencas relevantes, com 3,50 *
0,19% no grupo sem tratamento e 3,50 * 0,22% no grupo com tratamento. Esses resultados estdo condicionados as premissas
escolhidas para equilibrar os grupos, mas vao de encontro aos estudos que apontam que a composi¢ao do leite € menos sensivel
a pequenas variagdes na ingestdo de dgua, desde que as necessidades nutricionais gerais sejam atendidas (Al Sultan, 2023;
Petersen et al., 2015).

Relativamente aos indicadores reprodutivos, apresentados na tabela 2, o nimero médio de inseminagdes por vaca apresentou
diferenca evidente entre os grupos. O grupo que recebeu dgua sem tratamento necessitou, em média, de 5,21 + 2,97
inseminacoes, enquanto o grupo com dgua tratada apresentou apenas 2,80 * 1,52 inseminacdes. Essa reducao sugere que a
melhoria na qualidade da agua pode ter contribuido para um melhor desempenho reprodutivo, possivelmente influenciando
positivamente o estado nutricional, o balango energético e o ciclo éstrico das vacas, fatores diretamente relacionados com a
fertilidade (Beede, 2012; Golher et al., 2021). O intervalo entre partos também foi significativamente menor no grupo com agua
tratada, com média de 410,53 + 52,92 dias, em comparagcao com 539,00 * 93,83 dias no grupo sem tratamento. A reducao do
intervalo entre partos € um indicador de maior eficiéncia reprodutiva, refletindo menores periodos de anestro e maior sucesso
nas concecgoes subsequentes. Esses resultados indicam que a ingestao de dgua de melhor qualidade pode impactar diretamente
a reproducao das vacas leiteiras, corroborando estudos que apontam que dgua limpa e adequada é essencial para manutencao

da saude, equilibrio metabdlico e desempenho reprodutivo do rebanho (Al Sultan, 2023; Petersen et al., 2015).

A andlise dos indicadores de salde, presentes na tabela 3, revelou diferengas marcantes entre os grupos. O nimero médio de
animais com baixa condigao corporal foi 0,86 * 1,03 no grupo que recebeu dgua sem tratamento, enquanto no grupo com agua
tratada esse valor foi significativamente menor, 0,07 + 0,26. Isso sugere que a melhoria na qualidade da agua pode indicar um
maior consumo de agua e consequentemente ter contribuido para um melhor estado nutricional e manutengao do peso corporal

adequado, fatores essenciais para o desempenho produtivo e reprodutivo das vacas (Beede, 2012; Golher et al., 2021).

De forma semelhante, o nimero de ocorréncias de problemas renais foi maior no grupo sem tratamento (1,14 * 1,66) comparado
ao grupo com agua tratada (0,13 = 0,35). O mesmo padrao foi observado para o nimero de terapéuticas renais, com médias de
1,29 £ 1,68 no grupo sem tratamento e 0,13 + 0,35 no grupo com tratamento. Esses dados indicam que o fornecimento de dgua de
melhor qualidade pode reduzir a incidéncia de alteracdes renais e a necessidade de intervengdes terapéuticas, refletindo um
efeito positivo sobre a saude geral do rebanho. Da mesma forma pode estar associado a diminuigdo do consumo de agua por
parte dos animais, o que por si sé contribui para diminuicdo do equilibrio hidrico/desidratacdo e consequentemente mau

funcionamento renal.

Os resultados mostram a importancia da monitorizacao da qualidade da dgua como fator critico para a manutencgao da saude e
bem-estar das vacas leiteiras, impactando diretamente tanto a condigdo corporal quanto a ocorréncia de doengas renais. Isso
estd de acordo com estudos que demonstram que a ingestao de dgua limpa e balanceada em minerais reduz o risco de disturbios
metabdlicos e melhora a eficiéncia produtiva e reprodutiva (Al Sultan, 2023; Petersen et al., 2015).

Quando se efetuou a comparacao dos grupos experimentais, tabela 4, verificou-se que nao existem diferengas significativas
para paradmetros como a idade média dos animais, teor butiroso e teor proteico, indicando que os grupos eram homogéneos.
Esses resultados indicam que a qualidade da dgua nédo teve efeito significativo sobre a composi¢ao quimica do leite durante o

periodo avaliado.
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A andlise do efeito do tratamento da dgua sobre os parametros reprodutivos, presentes na tabela 5, mostrou que o ndmero de
inseminacoes foi significativamente menor no grupo com agua tratada, com média de 11,53 e mediana de 2, em comparagao com
18,71 e mediana de 4,5 no grupo sem tratamento (p = 0,020). Isso indica que a ingestao de dgua de melhor qualidade contribuiu

para maior eficiéncia reprodutiva, possivelmente por melhorar o estado nutricional e metabdlico das vacas (Beede, 2012; Golher
et al,, 2021).

Em relacéo a condicéo corporal, o grupo com dgua tratada apresentou menor incidéncia de animais com baixa condigao corporal
(média 11,83 / mediana 0,07) em comparagdo com o grupo sem tratamento (média 18,39 / mediana 0,86; p = 0,008). Esse
resultado sugere que a melhoria na qualidade da agua favoreceu o equilibrio nutricional e manutencéao da condicdo corporal
adequada, que é crucial para desempenho produtivo e reprodutivo.

CONCLUSAO

O tratamento da dgua apresentou efeitos positivos sobre a satde, reprodugao e condigao corporal das vacas leiteiras. O grupo
que recebeu dgua tratada apresentou menor nimero de inseminagoes, intervalo entre partos reduzido, menor incidéncia de baixa
condicao corporal e menos problemas renais, indicando maior eficiéncia reprodutiva e melhor estado de sadde. Embora o teor
butiroso e proteico do leite tenha sido idéntico entre os grupos, conforme critério de inclusao dos animais, a produgéo total de
leite foi maior no grupo tratado, refletindo a correlagao entre quantidade de leite e teor de gordura. Esses resultados evidenciam
que a qualidade da agua influencia diretamente a eficiéncia reprodutiva, a satude renal e a produtividade, reforcando a

importancia do tratamento da dgua como fator critico para o bem-estar e desempenho em sistemas de producéo leiteira.
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Figura 1 - Identificacao dos grupos experimentais e respetivas instalacoes.
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QUALIDADE DE AGUA EM EXPLORAGAO DE BOVINOS DE LEITE: IMPACTO NA PRODUGAO, REPRODUGAO E SAUDE DOS

ANIMAIS

Tabelas

Tabela 1- Analise estatistica descritiva dos grupos experimentais relativamente aos dados dos animais e qualidade de leite.

Média Desvio padrao Erro Padrao Minimo Maximo
Grupo dgua sem 4,821 6,750 1,804 38 60
Tratamento
Idade do Animal | Grupo 4gua com
4,780 8,343 2,154 33 63
(anos) Tratamento ! ’ ’
Total 4,800 7,483 1,390 33 63
Grupo dgua sem 883,664 1,879,307 502,266 5884 12023
Tratamento
Producio de Grupo 4dgua com
Leite 305d (kg) e 1,002,600 1,976,583 510,352 6483 12849
Total 945,183 1,989,733 369,484 5884 12849
Grupo agua sem 39,250 27,815 7,434 356 439
Tratamento
Teor Butiroso % | Grupo dguacom 39,353 41,113 10,615 344 495
Tratamento
Total 39,303 34,707 6,445 344 495
Grupo dgua sem 34,057 18,981 5,073 317 388
Tratamento
Teor Proteico % | GruPo dguacom 35,033 22,164 5,723 310 387
Tratamento
Total 34,997 20,323 3,774 310 388
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QUALIDADE DE AGUA EM EXPLORAGAO DE BOVINOS DE LEITE: IMPACTO NA PRODUGAO, REPRODUGAO E SAUDE DOS

ANIMAIS

Tabela 2 - Andlise estatistica descritiva dos grupos experimentais relativamente aos dados reprodutivo.

L Desvio . L. P
Média o Erro Padrao Minimo Maximo
padrao
Grupo agua
sem 52,143 296,592 79,268 200 1,000
Tratamento
Num?ro cfe Grupo dgua
Inseminacdes com 28,000 152,128 39,279 100 700
Tratamento
Total 39,655 259,784 48,241 100 1,000
Grupo agua
sem 53,900 93,828 25,077 377 730
Tratamento
Intervalo entre Grupo 4gua
Partos com 41,053 52,918 13,663 307 520
Tratamento
Total 47,255 98,771 18,341 307 730
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QUALIDADE DE AGUA EM EXPLORAGAO DE BOVINOS DE LEITE: IMPACTO NA PRODUGAO, REPRODUGAO E SAUDE DOS
ANIMAIS

Tabela 3 - Analise estatistica descritiva dos grupos experimentais relativamente aos dados de satde.

o Desvio u .. .
Média N Erro Padrao Minimo Maximo
padréo
Grupo agua
sem 86 1,027 275 0 3
Tratamento
N2 Fraca,
bai?(a_ Grupo agua
condicao com 7 258 67 0 1
corporal Tratamento
Total 45 827 154 0 3
Grupo agua
sem 114 1,657 443 0 5
Tratamento
N2 Problemas Grupo 4gua
renais com 13 352 91 0 1
Tratamento
Total 62 1,265 235 0 5
Grupo agua
sem 129 1,684 450 0 5
Tratamento
Ne
Terapéutica Grupo agua
Renal com 13 352 91 0 1
Tratamento
Total 69 1,312 244 0 5
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QUALIDADE DE AGUA EM EXPLORAGAO DE BOVINOS DE LEITE: IMPACTO NA PRODUGAO, REPRODUGAO E SAUDE DOS
ANIMAIS

Tabela 4 - Comparacao da idade, teor butiroso, teor proteico e intervalo entre partos dos grupos experimentai.

Variavel Grupo agua Sem Grupo dgua Com p-valor
tratamento tratamento
Idade (anos) 4,82 +0,68 4,78 + 0,83 885
Teor butiroso (%) 3,93+0,28 3,94+0,41 938
Teor proteico (%) 3,50 +£0,19 3,50 +0,22 922
'"terval‘: dei::;e partos 539 + 93,8 410,5 + 52,9 <0,001

Tabela 5 - Comparacao dos dados produtivos, reprodutivos e satide dos dois grupos experimentais.

.. Grupo agua Sem Grupo agua Com . . p-valor (Mann-
Varidvel tratamento (N=14) | tratamento (N=15) Diregdo do efeito Whitney)
Numero de . .
. . - 18,71/ mediana 4,5 11,53 / mediana 2 4 grupo tratado 0,020*
inseminagdes
Baixa condicao
X ¢ 18,39/ 0,86 11,83/ 0,07 4 grupo tratado 0,008*
corporal
Problemas renais 17,57 /1,14 12,60/0,13 4 grupo tratado 0,046*
Terapéutica renal 18,11/1,29 12,10/0,13 4 grupo tratado 0,020*
Producéo de leite
305d (kg) 12,50/ 8836 17,33/10026 1 grupo tratado 127
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	Realização do Teste Californiano de Mastites e Avaliação de Hiperqueratose em Explorações de Vacas Leiteiras de Barcelos
	Ana S. Lagoa*1,  Adelaide R. Pereira2,  José Pedro Araújo1,3,4,  Joaquim Lima Cerqueira1,3,5
	RESUMO
	A hiperqueratose do teto é considerada um indicador importante de bem-estar animal, influenciada por fatores relacionados com a ordenha e com parâmetros morfo-fisiológicos da vaca. Deve ter-se em consideração a incidência de patologias provocadas por um maneio inadequado durante o processo de ordenha. Assim a hiperqueratose deve ser considerada como uma preocupação de bem-estar, de forma a permitir que os produtores evitem situações de desconforto, de dor, incluindo problemas relacionados com a saúde do úbere. O objetivo deste trabalho consistiu na avaliação dos níveis de hiperqueratose dos tetos em efetivos de vacas leiteiras. Visitaram-se dez explorações de bovinos leiteiros para realização de provas de estábulo, entre março e abril de 2025, tendo-se efetuado o TCM (Teste Californiano de Mastites) a cada vaca de acordo com a metodologia adaptada de Ruegg e Reinemann (2002) e de seguida avaliou-se o grau de hiperqueratose na escala sugerida por Mein et al. (2001), em quatro graus distintos N (sem anel), S (anel ligeiro), R (anel rugoso) e VR (anel extremamente rugoso). Informatizaram-se os dados e realizou-se a estatística descritiva através do Microsoft Excel. O número global de lactações por vaca foi de 2,4±1,4, com valores médios de 187,8±125,4 dias em leite e 459.200 cél./ml. Constatou-se que a maioria das vacas monitorizadas (>85%) resultaram em TCM de grau 0 (negativo), ou seja, sem infeção aparente da glândula mamária. Para o grau 1 (fraco positivo) de TCM a frequência oscilou entre 5 a 9%, com maior incidência nos quartos posteriores do úbere. Para os graus mais gravosos de TCM (2 (positivo) e 3 (forte positivo)) registaram-se entre 3,2% a 6% nos quartos anteriores e posteriores respetivamente. Observaram-se níveis elevados de hiperqueratose, com mais de 87% dos tetos classificados em categorias positivas (S, R e VR). A categoria S foi a mais representativa em todos os quartos, variando entre 46,8% no anterior esquerdo (AE) e 48,0% no posterior direito (PD). A classificação R também apresentou valores expressivos, entre 27,8% no anterior direito (AD) e 29,9% no posterior esquerdo (PE). Os valores de VR, grau de hiperqueratose mais gravoso, oscilaram entre 9,9% (PD) e 12,5% (AD e AE), tendo os tetos anteriores evidenciado maior frequência nesta categoria. Ao efetuar a análise da hiperqueratose por exploração constatou-se elevada prevalência em todos os efetivos, que se cifrou entre 63,2% (expl. 9) e 97,4% (expl. 5).
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	Hiperqueratose

	PD
	PE
	AD
	AE
	12,5
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	46,8
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	29,9
	27,8
	29,4
	VR
	9,9
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	12,5
	12,5
	Total positivos
	87,5
	87,5
	88,2
	87,7

	Fase lactação
	Média ±DP
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	Máximo


	CV (%)
	1-60
	372,9±1131,7
	6574
	303,5

	61-120
	102
	288,0±718,5
	5328
	249,5

	121-180
	102
	242,8±476,3
	3041
	196,2

	≥180
	257
	645,4±2118,5
	18909
	328,2

	Sig.
	NS
	Total
	558
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	Food safety assessment of Francolin (Pternistis bicalcaratus) in southern Benin: physico-chemical and microbiological characterization
	Gwladys Gloria Amen Ahouanse1,3, Maria José Fernandes1,2,  Maria Helena Fernandes1,2,  Susana Alves1,2,  Cristina Mateus1,2,  Nuria Majaliwa3,  Abdulsudi Issa-Zacharia3,  Maria João Fraqueza1,2*
	ABSTRACT
	Francolin (Pternistis bicalcaratus) bushmeat is widely consumed in Benin, but limited scientific data exist regarding its hygienic quality and nutritional value. This study assessed the microbiological status, physicochemical parameters, and nutritional characteristics of francolin meat. The microbiological and physicochemical analyses were done by using ISO standards, and the data were analyzed using SAS software. The TAC values were high (≥8 log CFU/g) in both markets, reflecting poor hygiene and delayed processing. Enterobacteriaceae and E. coli counts were significantly higher in Tègon, consistent with the dry-plucking method used there, whereas scalding and plucking in Allada contributed to lower fecal contamination. Still, Salmonella spp and Listeria monocytogenes were not detected. The biogenic amines level revealed a significant difference between the markets: tryptamine with 16.51 mg/kg in Tègon, while in the Allada market was 0.05 mg/kg, also, the Biogenic Amine Index (282.8 mg/kg) was markedly higher in Tègon compared to Allada (121.58 mg/Kg), which indicates advanced microbiological and biochemical deterioration, especially in Tègon market. Nutritionally, francolin bushmeat showed a lean profile with very low fat (1.75-2.21 g/100 g), high protein (24.65-25.56 g/100 g), moderate energy (116-123.6 kcal/100 g), and low NaCl (0.03-0.08 g/100 g). Fatty-acid composition differed between markets: Allada samples were richer in MUFA, while Tègon samples contained significantly higher PUFA (32.6g/100 g vs 24.0 g/100 g). The PUFA/SFA ratio was favorable in both markets, particularly in Tègon (0.86). Francolin meat combines a highly desirable nutritional profile. However, its microbiological status and elevated levels of biogenic amines indicate substantial hygiene deficiencies along the handling chain. Improving slaughter hygiene, reducing holding time, and ensuring adequate temperature control are essential to make francolin meat safer for consumers.
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	Potencialidades da Agricultura de Precisão para a identificação e controlo da flora tóxica e agressiva em pastagens no Montado
	João Horta Marques1 2 *,  Anabela Belo1,  Emanuel Carreira1,  David Lloberas2 3,  Paulo Forte4,  Teresa Vasconcelos4 , João Serrano1
	RESUMO
	A Agricultura de Precisão (AP) permite auxiliar o gestor pecuário no processo de tomada de decisão. O ciclo da AP, de forma genérica, inclui 4 fases: monitorização, interpretação, definição de zonas homogéneas de gestão (através de mapas) e gestão diferenciada. O Montado é um sistema agro-silvo-pastoril muito complexo, característico da região Mediterrânica, constituído por animais (ruminantes ou suínos), árvores (sobreiros e/ou azinheiras), e pastagens (naturais ou semeadas) que se desenvolvem normalmente em solos pouco férteis, delgados e ácidos. O conhecimento da sua flora natural é crucial para a gestão do pastoreio. Os animais em pastoreio apresentam comportamentos diferenciados, podendo ingerir somente as espécies mais nutritivas, deixando as restantes (pastoreio selectivo) ou ingerir espécies infestantes da pastagem que podem afectar a sua saúde, diminuído o bem-estar-animal. Existem espécies pratenses, agressivas, tóxicas e medicinais no Montado. Este estudo tem como intuito apresentar a distribuição espacial de espécies indicadoras da degradação da pastagem. O ensaio decorreu em Cambissolos, na Herdade Experimental da Mitra (Universidade de Évora), em duas parcelas de Montado de azinho (área total de cerca de 20 ha), pastoreadas por bovinos (raça alentejana e raça mertolenga, com encabeçamento de 0,6 CN), em pastoreio rotacional. Foram inventariadas as espécies botânicas existentes em 24 zonas de amostragem (12 debaixo da influência da copa das árvores e 12 fora), numa pastagem natural biodiversa, no ano de 2020/21. As espécies identificadas foram classificadas em agressivas, tóxicas, infestantes, pratenses e medicinais, permitindo a elaboração de mapas das zonas com a distribuição das espécies tóxicas e agressivas mais frequentes. Foi utilizado o programa Arcmap 10.8.2 e o método de interpolação IDW (“Inverse Distance Weighting”). Contabilizaram-se 62 espécies botânicas. Ambas as parcelas apresentaram todos os grupos de classificação. Os resultados demonstram elevada heterogeneidade intra-parcelar. Zonas sob influência da copa das árvores apresentaram maior proporção de espécies botânicas nutritivas (40,58 ± 15,87 %) e menos infestantes (36,52 ± 13,88 %), em relação a áreas fora da influência da copa das árvores (50,75 ± 13,29 % de espécies nutritivas e 72,83 ± 14,3 % de espécies infestantes). O controlo das zonas com maior cobertura de infestantes (tóxicas ou agressivas) contribuirá para o bem-estar animal e sustentabilidade do Montado. Demonstra-se neste trabalho o potencial da AP para o controlo de infestantes no Montado, de forma directa (herbicida, monda, mobilização, corta-mato) ou indirecta (fertilização), favorecendo as condições ecológicas à instalação e desenvolvimento de espécies benéficas da pastagem.
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	Tabela 1 - Classificação utilizada para a divisão das espécies botânicas
	Espécie
	Família
	Classificação
	Agrostis pourretii
	Poaceae
	Pratense
	Anagallis arvensis
	Primulaceae
	Pratense
	Andryala integrifolia
	Asteraceae
	Infestante
	Avena barbata
	Poaceae
	Pratense
	Bromus diandrus
	Poaceae
	Pratense
	Bromus hordeaceus
	Poaceae
	Pratense
	Bromus rigidus
	Poaceae
	Pratense
	Capsella bursa-pastoris
	Brassicaceae
	Tóxica
	Carduus tenuiflorus
	Asteraceae
	Agressiva
	Cerastium tomentosum
	Caryophyllaceae
	Infestante
	Chamaemelum fuscatum
	Asteraceae
	Tóxica
	Chamaemelum mixtum
	Asteraceae
	Tóxica
	Coleostephus myconis
	Asteraceae
	Infestante
	Crepis capillaris
	Asteraceae
	Infestante
	Cynosurus echinatus
	Poaceae
	Pratense
	Dactylis glomerata
	Poaceae
	Pratense
	Echium plantagineum
	Boraginaceae
	Tóxica
	Erodium botrys
	Geraniaceae
	Tóxica
	Galactites tomentosus
	Asteraceae
	Agressiva
	Gaudinia fragilis
	Poaceae
	Infestante
	Geranium molle
	Geraniaceae
	Infestante
	Geranium rotundifolium
	Geraniaceae
	Infestante
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	Figuras
	Figura 1 - Pastoreio selectivo no Montado com predomínio de espécies agressivas (ex: Carlina spp.) em Junho – Julho de 2024, evidenciado num traçado descontínuo a vermelho, com forma circular (foto: Filipa Caldeira).
	Figura 2 - Pastagem infestada por Urginea maritima, nomo vulgar: cebola-albarrã (exemplificado num traçado descontínuo circular a vermelho), uma espécie tóxica (em Montado de azinho, Avis, 21 de Março de 2024, Foto Filipa Caldeira).
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	Figura 3 - Mancha de Rumex sp. (de flor vermelha) e algumas Chamaemelum mixtum (L.) All. (de flor branca) espécies tóxicas da pastagem de sequeiro. (Mitra, 10 de Março de 2022).
	Figura 4 - Animais a pastorear na parcela Mitra A. Durante o estudo e ao longo de vários anos o maneio da área experimental tem sido o mesmo. Os animais, durante o ciclo vegetativo da pastagem alternavam entre a parcela Mitra A ou Mitra B.
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	Figura 5 - Área de estudo com os de amostragem (Horta Marques, 2026).
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	Figura 6 - Gráfico termopluviométrico da Estação Meteorológica da Mitra no trinténio 1994/95 – 2023/24 (Horta Marques, 2026).
	Figura 7 - Gráfico termopluviométrico da Herdade da Mitra do ano de estudo, 2020/21 (adaptado de Serrano et al., 2022).
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	Figura 8 - Distribuição espacial da cobertura do solo com espécies tóxicas. Os quadrados referem-se às áreas fora da influência da copa das árvores (FCA) e as restantes áreas, a negrito, locais debaixo da copa de azinheiras (DCA).
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	Figura 9 - Distribuição espacial da cobertura do solo com espécies agressivas. Os quadrados referem-se às áreas fora da influência da copa das árvores (FCA) e as restantes áreas, a negrito, locais debaixo da copa de azinheiras (DCA).
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	Figura 10 - Distribuição espacial da cobertura do solo com espécies infestantes. Os quadrados referem-se às áreas fora da influência da copa das árvores (FCA) e as restantes áreas, a negrito, locais debaixo da copa de azinheiras (DCA).
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	Figura 11 - Distribuição espacial da cobertura do solo com espécies pratenses. Os quadrados referem-se às áreas fora da influência da copa das árvores (FCA) e as restantes áreas, a negrito, locais debaixo da copa de azinheiras (DCA).
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	Figura 12 - Distribuição espacial da cobertura do solo com espécies medicinais. Os quadrados referem-se às áreas fora da influência da copa das árvores (FCA) e as restantes áreas, a negrito, locais debaixo da copa de azinheiras (DCA).
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	Figura 13 - Esquerda – Distribuição espacial da cobertura do solo com espécies infestantes (infestantes = tóxicas + agressivas + outras infestantes); Direita – Distribuição espacial da cobertura do solo com espécies nutritivas (nutritivas = pratenses + medicinais). Os quadrados referem-se às áreas fora da influência da copa das árvores (FCA) e as restantes áreas, a negrito, locais debaixo da copa de azinheiras (DCA).
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	Collares GPS en la vigilancia de vectores transmisores de enfermedades: otra función preventiva com IA
	José Ángel Hernández Malagón1*,  Elio López2 , Inês Abreu Ramos1,  Carlota Antelo2,  David Boso1,  Gustavo Paixão3,  Joaquim Cerqueira3,  Alicja Kowalczyk4,  Pedro Vaz5,  Jesús Cantalapiedra6, José Pedro Araújo3,  Cristiana Cazapal1,  Mercedes Camiña7,  María Sol Arias1
	RESUMEN
	El desarrollo de collares inteligentes con GPS e Inteligencia Artificial (IA) representa un avance significativo para la ganadería extensiva, permitiendo la monitorización constante de la ubicación y el bienestar animal. Este estudio evaluó la utilidad de la información proporcionada por estos dispositivos en la vigilancia de vectores (garrapatas y dípteros) transmisores de enfermedades que afectan tanto a la sanidad animal como a la salud humana en la provincia de Lugo (España). Entre mayo y julio de 2024, se seleccionaron cuatro áreas geolocalizadas mediante collares utilizados por vacas (3) y caballos (1), y cuatro áreas de control sin presencia animal conocida. Para la recolección de garrapatas en la vegetación, se empleó el método de dragging (arrastre de manta blanca) en trayectos de 10 m repetidos cuatro veces por punto. La captura de dípteros se realizó con trampas CDC de luz UV durante dos noches consecutivas por zona. Los resultados revelaron que en el 100% de las áreas georreferenciadas con GPS se recolectaron garrapatas (Ixodes ricinus y Dermacentor reticulatus) y dípteros (Culex pipiens s.l., Culicoides y Stomoxys calcitrans). En contraste, sólo el 25% de las áreas sin animales arrojaron resultados positivos. Estos datos demuestran que el conocimiento preciso del posicionamiento de los animales en pastoreo optimiza el éxito de la vigilancia entomológica y permite una gestión más eficiente de los recursos. Se concluye que la integración de datos de IA en la monitorización de vectores es una herramienta preventiva crucial para anticipar riesgos sanitarios en sistemas extensivos, facilitando estrategias de control más eficaces bajo el enfoque de "Una Sola Salud".
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	Figura 1 - Collar inteligente RUMI ®.
	Figura 2 - Heatmap que muestra las áreas donde los animales se encuentran más tiempo descansando o rumiando, dentro de una parcela delimitada.

	Revista Portuguesa de Zootecnia
	01/2026
	Figura 3 -  La recolección de garrapatas del medio se realizó mediante dragging.
	Figura 4 - Las trampas CDC-UV hacen posible la captura de dípteros.
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	Figura 5 -  La geololocalización de herbívoros facilitó la recogida de vectores garrapatas y dípteros en diferentes ubicaciones de la provincia de Lugo.
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	Inocuidade Ambiental de Hongos Parasiticidas Empleados en la Prevención de  Infecciones Parasitarias
	Izaro Zubiría Ibarguren1,  Carlos Emiliano Magos Amado1,  Joel Cuervo Suárez1,  Jorge Alexander León González1,2,  Paula Mariño Faro1,  João Lozano1,3,4,  Luís Manuel Madeira de Carvalho1,3,4, María Sol Arias Vázquez1,  Adolfo Paz Silva1,  José Ángel Hernández Malagón1*,
	RESUMEN
	El objetivo de esta investigación fue evaluar la inocuidad ambiental de los hongos saprófitos Mucor circinelloides y Duddingtonia flagrans como alternativa al control químico de parásitos en producción animal, por medio de dos ensayos experimentales. En el primero, se pulverizaron soluciones con una mezcla de 10⁶ esporas/mL de cada hongo sobre 20 bandejas con semillas de hierba gatera (Nepeta cataria), empleando 10 bandejas como testigos (agua). Se evaluó el desarrollo de las plantas y la posible aparición de anomalías cromáticas y morfológicas. En el segundo ensayo, la misma solución fúngica se pulverizó sobre placas de Petri con huevos (n=6), larvas (n=6) y adultos (n=6) de la lombriz roja de California (Eisenia fetida), disponiendo de grupos control idénticos. Se midió la tasa de supervivencia en cada estadio biológico. Los resultados mostraron una ausencia total de anomalías en el crecimiento de la hierba gatera, con tasas de desarrollo, coloración, tamaño y densidad de crecimiento equivalentes a los testigos. En cuanto a E. fetida, la supervivencia fue del 100% en todos los estadios, sin apreciarse efectos antagonistas. El ciclo de desarrollo no se vio alterado: los huevos eclosionaron en 18±3 días, los juveniles pasaron a subadultos en 4±3 días y alcanzaron el estadio adulto en 57±5 días. Se concluye que la aplicación directa de una mezcla de esporas de M. circinelloides y D. flagrans es segura para el medio ambiente.
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	Figura 1 - Esporas de M. circinelloides (en negro) y D. flagrans (amarillo).
	Figura 2 - Diseño del estudio realizado para confirmar la inocuidad del empleo de los hongos parasitófagos M. circinelloides y D. flagrans.

	Revista Portuguesa de Zootecnia
	01/2026
	Figura 3 - Comparativa de crecimiento e inocuidad: (a) bandejas con semillas de N. cataria; (b) desarrollo de la planta en ausencia de hongos y (c) desarrollo de la planta en coexistencia con los hongos parasitófagos M. circinelloides y D. flagrans.
	Figura 4 - En el presente estudio se pulverizaron clamidosporas de M. circinelloides y D. flagrans en placas Petri (a) que contenían huevos de Eisenia fetida(b), que no resultaron dañados, eclosionando y liberándose formas juveniles (c), que alcanzaron la fase adulta sin alteración (d).
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	Qualidade de Água em Exploração de Bovinos de Leite: Impacto na produção, reprodução e saúde dos animais
	Vânia Resende¹*,  Olga Moreira²,  José Manuel Martins¹,  Maria Raquel Lucas³,  Rui Branco⁴
	RESUMO
	As alterações climáticas têm contribuído para a diminuição da disponibilidade de água e influenciam negativamente a sua qualidade. O presente estudo avaliou o efeito da qualidade da água sobre produção, reprodução e saúde de vacas leiteiras em uma exploração do Alentejo, com elevados níveis de manganês (>1500 µg/L). Foram constituídos dois grupos experimentais água tratada (<50 µg/L Mn) e água não tratada, equilibrados quanto à idade, número de partos e composição do leite. Foram recolhidos dados técnicos da exploração como: dados de produtividade, parâmetros reprodutivos, saúde, bem como amostras biológicas para análises de sangue, urina e leite. O tratamento da água reduziu significativamente o número de inseminações, o intervalo entre partos, a incidência de baixa condição corporal e problemas renais, enquanto a produção de leite apresentou tendência de aumento. O teor de gordura e proteína permaneceu constante. Os resultados evidenciam que a água de qualidade é determinante para otimizar a eficiência reprodutiva, a saúde e a produtividade em sistemas de produção leiteira.
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	Figuras
	Figura 1 - Identificação dos grupos experimentais e respetivas instalações.
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	Tabela 1 - Análise estatística descritiva dos grupos experimentais relativamente aos dados dos animais e qualidade de leite.

	Revista Portuguesa de Zootecnia
	01/2026
	Tabela 2 - Análise estatística descritiva dos grupos experimentais relativamente aos dados reprodutivo.
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	Tabela 3 - Análise estatística descritiva dos grupos experimentais relativamente aos dados de saúde.
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	Tabela 4 - Comparação da idade, teor butiroso, teor proteico e intervalo entre partos dos grupos experimentai.
	Tabela 5 - Comparação dos dados produtivos, reprodutivos e saúde dos dois grupos experimentais.
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