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Resumo: Este estudo teve como objectivo investigar a res-
posta de colénias de Apis mellifera iberica, relativamente a
células de obreiras artificiamente infestadas com o parasita
varroa, com o fim de aplicar os resultados obtidos no desen-
volvimento de técnicas dirigidas & deteccdo e seleccéo de
abelhas tolerantes ao parasita.

Alvéolos com criag8o de obreiras de 7 dias ap6s a opercula-
¢do foram artificialmente infestadas com o parasita varroa. A
resposta higiénica das abelhas, relativamente a estas células,
foi medida num periodo de 24 horas. As abelhas manifesta-
ram dois comportamentos diferentes. No primeiro, limparam
completamente as células, retirando os &caros e as crias das
abelhas. No segundo, desopercularam e reopercularam 0s
alvéolos, retirando os &caros, mas a cria permaneceu nas
células.

O primeiro destes comportamentos foi mais constante e asse-
gura um maior éxito relativamente a eliminagdo dos é&caros
gue se encontrem a reproduzir nas células da criago. Os
resultados foram analisados com o objectivo de propor futuras
técnicas para localizar e seleccionar abelhas tolerantes a
varroose.

Palavras-Chave: Apis mellifera, comportamento higiénico,
tolerante, varroa.

Summary: The objective of this study was to investigate the
response of colonies of Apis mellifera iberica, relatively to
worker brood cells artificialy infested with the varroa mite,
with the aim of applying the obtained results in the develop-
ment of techniques directed to the detection and selection of
bees tolerant to the mite.

Cells with worker brood, 7 days after operculation were arti-
ficially infested with varroa mites. The hygienic behaviour of
the bees, relatively to these cells was measured after a period
of 24 h. The honeybees demonstrated two different behavi-
ours. In the first, cleaned completely the cells, removing both
brood and mites from the cells. In the second, bees uncapped
and recapped the cells, removing the mites, but not the brood.
The first of these behaviours was more constant than the se-
cond and assures a larger success relatively to the removal of
the mites reproducing in the brood cells. The results were
analysed with the propose of future techniques to localise and
select bees tolerant to the mite.

Key-Words: Apis mellifera, honeybee, hygienic behaviour,
tolerance, varroa

Introducéo

O parasita Varroa destructor (Anderson e True-
man, 2000) € um dos principais problemas da patol o-
gia apicola ocidental. E um é&caro elipsoidal, de cor
castanha avermelhada. No seu ciclo de vida temos
gue distinguir entre uma fase forética, sobre as
abelhas adultas e outra reprodutiva dentro das células
de criagdo operculada (coberta por uma cupula de
cera, sobre aqual se produzira a metamorfose da abe-
Iha). Em ambas as fases 0 &caro alimenta-se sugando
a hemolinfa do hospedeiro originando graves danos
as abelhas. Durante a fase reprodutiva o &caro produz
varias fémeas e um macho, que fecundara as suas
proprias irmas, de tal forma que quando a nova abe-
Iha nasce com ela emergem da célula o parasita pro-
genitor e parte da sua descendéncia. O ciclo descrito
anteriormente sucede-se vérias vezes ao longo da
vida do parasita, pelo que o crescimento da popula
¢do é rgpido sempre que exista criagao disponivel.

A presenca da varroa tem provocado enormes per-
das, obrigando a utilizagdo de tratamentos quimicos
de sintese para evitar a morte das colmeias e dos
apiarios. Estes tratamentos tém ajudado a controlar a
situagdo, mas por sua vez tém originado novos pro-
blemas, especialmente o aparecimento de residuos
nos produtos apicolas e de resisténcias do parasita a
algumas das moléculas utilizadas (Milani, 1999 e
Wallner, 1999). Distintas vias alternativas de luta
estéo a ser estudadas, entre as quais se destaca a
seleccdo de abelhas tolerantes ao parasita, entenden-
do-se por toleréncia a capacidade que as abelhas tém
em conviver com a varroa. NO nosso caso concreto,
este termo, significa que a populagéo de varroas nas
colmeias pode crescer mais lentamente, pelo que se
pode prolongar o periodo entre dois tratamentos ou
podem ser tratadas com produtos menos agressivos.
Neste sentido, como modelo de trabalho utiliza-se a
relacdo da varroa com o seu hospedeiro originério, a
abelha asi&tica Apis cerana Fabr. Entre esta abelha e
0 &caro existe um equilibrio, de tal forma que nado
existem riscos para a sobrevivéncia das colonias, e
n&o é necess&rio o tratamento quimico. Uma das ca-
racteristicas que permitem este equilibrio € o com-
portamento higiénico da abelha Apis cerana. Esta
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espécie é capaz de localizar as células de criagdo das
obreiras onde se introduziu a varroa para se reprodu-
zir, e limpé-las interrompendo o ciclo reprodutivo do
parasita (Peng et al., 1987; citados por Buchler,
1994; Boecking e Spivak, 1999 e Rath, 1999). Neste
sentido, foram registados dois comportamentos em
Apis cerana: no comportamento |, as abelhas detec-
taram e limparam completamente as células parasita-
das, retirando os parasitas e a criacdo das abelhas,
enguanto que no comportamento Il as abelhas retira-
ram os parasitas e reopercularam as células, permi-
tindo que prosseguisse o ciclo bioldgico da criagdo
(Rath e Drescher, 1990; Rosenkranz et al., 1993).
Estes mesmos comportamentos foram descritos na
nossa abelha Apis mellifera L. (Boecking e Drescher,
1994). Este estudo teve como objectivo investigar a
resposta de colénias de Apis mellifera iberica, relati-
vamente a células de obreiras artificialmente infesta-
das por Varroa destructor, com o fim de aplicar os
resultados no desenvolvimento de técnicas dirigidas a
deteccdo e seleccdo de abelhas tolerantes ao parasita.

Material e M éodos

Os ensaios foram realizados em Cérdova (Espa-
nha), em dois periodos diferentes do ano de 1999:
verdo (entre 21/5 a 8/7), coincidindo com as floragtes
do girassol (Helianthus annuus) e do eucalipto (Eu-
caliptus sp) e inverno (entre 17/11 a 23/12), coinci-
dindo com um aporte de néctar limitado. Foram
utilizadas col énias de Apis mellifera iberica (Goetze,
1964), alojadas em colmeias Langstroth com 10
quadros, cobrindo as abelhas entre 9 e 10 quadros no
verdo e entre 7 e 9 no inverno. Nos ensaios utilizamos
células contendo crias de obreiras com 7 dias apés a
operculagdo, em estado de pupas brancas, com olhos
pardos (Rembold e Kramer, 1980). Para conhecer a
idade da cria marcava-se 0 momento da operculacdo
numa lamina de pléstico transparente, num periodo
méximo de 24 horas. As varroas foram obtidas de
abelhas adultas procedentes de colmeias dadoras,
altamente parasitadas. Estes &caros foram capturados
utilizando aglcar em po (Boecking e Ritter, 1993).
Foram aplicados 3 tratamentos. no primeiro, células
artificialmente infestadas com trés varroas vivas, no
segundo, que funcionou como o grupo testemunhal,
as células foram abertas e fechadas sem introduzir
parasitas e no terceiro, que funcionou como o0 grupo
testemunha ll, as células ndo foram manipuladas. Os
parasitas foram introduzidos nas células através de
uma pequena abertura na parte lateral do opérculo
(De Ruijter, 1987; Boecking e Ritter, 1993). Os en-
saios realizaram-se em 9 colmeias. Um total de 23
repeticdes foram efectuadas. Para cada tratamento e
cada repetico foram utilizadas 10 células. Em 4 co-
|6nias realizaram-se, pelo menos, 3 repeticdes, nas
restantes foram realizadas 1 ou 2. Nos resultados
avaliaram-se dois comportamentos; comportamento
I, no qual as abelhas limparam completamente as cé&-
lulas parasitadas, retirando os parasitas e a criagdo e
comportamento 11, no qual as abelhas abriram e fe-
charam as células, retirando um ou mais parasitas
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(no caso do acaro néo ter abandonado as células)
mas ndo a criagdo. No estudo estatistico utilizaram-
se testes ndo paramétricos. Para comparar os resulta-
dos dos diferentes tratamentos aplicamos o teste
ANOVA de Friedman quando trabalhamos em
simulténeo com os 4 tratamentos, e o teste Wilcoxon
matched pairs quando foram comparados 2 a 2. Para
estudar a correlag@o entre os comportamentos | e Il
aplicamos o Pearson Product Moment Correlation.
As diferencas entre estacdes foram analisadas pelo
teste Mann-Whitney U e as diferencas entre colmei-
as foram analisadas por ANOVA Kruskal-Wallis.

Resultados

Os resultados expressam-se em percentagem
média + desvio padréo. As abelhas limparam 0,43+
0,43% das células abertas e fechadas sem introduzir
0s parasitas (testemunhas 1), e 2,17+0,88% das célu-
las ndo manipuladas (testemunhas I1). Se considerar-
mos conjuntamente os comportamentos | e 11,
63,63% das células artificialmente infestadas provo-
caram a resposta das abelhas, das quais 20,55+
4,98% correspondeu ao comportamento | (as abelhas
retiraram os parasitas e a criagdo) e 43,08+5.41% ao
comportamento |1 (as abelhas retiraram os parasitas,
mas ndo retiraram a criagdo). Em 68,08+6,17% das
células artificialmente infestadas, em que as abelhas
manifestaram o comportamento |1 (as abelhas retira
ram os parasitas e reopercularam as células com
criagd@o), permaneceram alguns dos trés parasitas
depois destas serem reoperculadas. Em relacé@o ao
comportamento |, ndo foram detectadas diferencas
significativas entre o grupo testemunha | (células
abertas e fechadas ndo parasitadas) e o 1l (células
ndo manipuladas) (p>0,05). No entanto, existiram
diferencas significativas na resposta higiénica entre
as testemunhas | e as células artificialmente infesta-
das (p<0,001) e entre as testemunhas |1 (p<0,01) e as
células infestadas. N&o existiu correlacdo estatistica-
mente significativa entre os comportamentos | e 1l
na resposta das abel has relativamente as células arti-
ficialmente infestadas (r=-0,09; p>0,05). A resposta
higiénica das abelhas entre os dois periodos em estu-
do (verdo e inverno), foi igual (p>0,05), no que se
refere a0 comportamento |. Contrariamente, existi-
ram diferencas significativas entre ambas as tempo-
radas quando consideramos o comportamento 11
(p<0,01). De forma similar, ndo foram observadas
diferencas significativas na resposta higiénica das
abelhas, entre o verdo e o inverno, relativamente as
testemunhas | (p>0,05), sendo essas diferencas sig-
nificativas quando consideramos 0 grupo testemu-
nhas Il (p<0,05) (Quadro I). No Quadro Il podem ser
consultados os valores obtidos nas 4 colmeias, em
gue foram efectuadas, pelo menos, 3 repeticdes.
Apesar de ndo terem sido encontradas diferencas
significativas entre elas (p>0,05), pode-se compro-
var uma grande amplitude de variacdo na sua resposta
e amaior diferenca foi observada quando considera-
mos 0 comportamento |.
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Discussao

Entre a abelha Apis cerana (hospedeiro originario
do &caro varroa) e o acaro Varroa destructor existe
um equilibrio, de tal forma que o parasita nunca
chega a por em perigo a sobrevivéncia das colénias
de abelhas, as quais ndo necessitam de ser tratadas.
Uma das razdes que permitem este equilibrio baseia-se
no comportamento higiénico das abelhas relativa-
mente a células de obreiras parasitadas, ou sgja, a
capacidade das abelhas de detectar e limpar as células
da criac8o de obreiras que se encontram parasitadas
pelo acaro (Peng et al, 1987a; Peng et al, 1987b;
Bichler, 1994; Boecking and Spivak, 1999; Rath,
1999). Este mesmo comportamento foi descrito por
Boecking e Spivak, (1999) na abelha Apis mellifera,
ainda que com uma intensidade menor. No nosso
caso, os resultados mostram como o desencadea-
mento do comportamento higiénico resulta dos para-
sitas introduzidos e ndo da manipulacédo dos
opérculos, uma vez que apenas 0,43% das células
gue se manipularam, mas nas quais ndo se introduzi-
ram parasitas (testemunhas 1) foram removidas,
comparativamente com 2,17% de células ndo mani-
puladas. Por outro lado, na abelha Apis cerana des-
creveram-se dois comportamentos diferentes: as
abelhas podem limpar completamente as células pa-
rasitadas, retirando os parasitas e a propria criagdo
das abelhas (comportamento 1), ou entdo podem reti-
rar unicamente os parasitas, reoperculando as células
e permitindo a sobrevivéncia da cria das abelhas
(comportamento 11) (Rath e Drescher, 1990; Rosen-
kranz et al., 1993). Ambos os comportamentos fo-
ram também descritos na abelha Apis mellifera
(Boecking e Drescher, 1994; Flores et al., 2000), e
foram também verificados nos resultados aqui apre-
sentados, ainda que vérios aspectos devam ser consi-
derados ao utilizar um ou outro comportamento na
avaliaggo da resposta das abelhas.

* A priori, poderiamos considerar mais interessante
0 comportamento |, pois as abelhas retiram os
parasitas e permitem a sobrevivéncia da cria
Este comportamento é especia mente interessan-
te, na abelha Apis cerana, uma vez que 0s para-
sitas que permanecem nos avéolos com cria de
obreiras ndo conseguem reproduzir-se (Blchler,
1994 e Rath, 1999). O problema coloca-se de
forma diferente na abelha Apis mellifera, na qual
0 &caro consegue reproduzir-se nos alvéolos
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com cria de obreiras. Além disso, 0S Nossos re-
sultados mostram como em 68,08% das células
parasitadas, abertas e reoperculadas pelas abe-
Ihas (comportamento Il) permaneceu algum
parasita depois da reoperculacdo. Estes parasitas
gue permanecem podem completar 0 seu ciclo,
contribuindo, desta forma, para o aumento da
populagéo de varroas nas colmeias.

Por outro lado, seria de esperar que aguelas col6
nias que apresentaram um elevado grau do com-
portamento | também o fizessem com o compor-
tamento Il e vice-versa. Contrariamente a este
facto, ndo conseguimos encontrar uma correlacdo
significativa quando comparamos os comporta-
mentos | e Il nas células artificialmente infesta-
das com varroas. O que indica que ambos os
comportamentos se devem manifestar de forma
independente, ndo sendo possivel avaliar um
comportamento a partir dos resultados obtidos
no outro.

Sdo de grande interesse os resultados obtidos
guando comparamos a resposta higiénica das
abelhas nos dois periodos estudados: ver&o e in-
verno (Quadro 1). Assim, quando consideramos
0 comportamento I, observamos que foram lim-
pas 24,44% e 18,04% das células infestadas com
3 varroas no verdo e inverno respectivamente,
ndo sendo encontradas diferencas estatisticas en-
tre as duas estagBes (p>0,05). Pelo contrério, ndo
ocorre 0 mesmo se consideramos 0 comporta-
mento |1, em que 24,44% e 55,06% das células
parasitadas foram limpas no verdo e inverno res-
pectivamente, existindo claras diferencas quando
comparamos a resposta das abel has entre as duas
estacOes (p<0,01), o que indica que este compor-
tamento foi influenciado pela estagdo do ano e
impede comparar colonias avaliadas em diferen-
tes periodos.

Quando comparamos as 4 col énias testadas, pelo
menos, em 3 ocasides (Quadro 11), podemos
comprovar que as maiores diferencas foram
alcancadas ao considerar o comportamento |.
Relativamente, ao comportamento |1, as diferen-
¢as encontradas sdo muito mais exiguas, o que
nos permite sugerir, uma vez mais, que prova-
velmente serd mais interessante avaliar o com-
portamento |, quando pretendemos diferenciar
coldnias, procurando as que apresentam um
comportamento higiénico mais eficaz.

Quadro | - Comportamento higiénico da abelha Apis mellifera iberica relativamente as células com criagdo de obreiras

artificialmente infestadas com trés varroas.

Células infestadas.

Células infestadas.

Células abertas e Células niao

Comportamento I  Comportamento [T~ fechadas sem parasitas manipuladas
VO p4aae10200 24M427470 0.0020,00° 0,0020,00°
fovermo 18,04£5,09° 55,06£5,59" 0,7120,71° 3,57¢133°

Na mesma coluna letras maiGiscul as diferentes indicam diferengas significativas (p< 0,01) entre temporadas.

Na mesma coluna letras minGscul as diferentes indicam diferengas significativas (p< 0,05) entre temporadas
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Quadro Il - Comportamento higiénico de 4 colénias de Apis mellifera iberica relativamente as células com
criagdo de obreiras artificialmente infestadas com trés varroas.

Numero de Células infestadas. Células infestadas.

repeticdes Comportamento [ Comportamento 11
Colénia 1 6 35,19%13,29 41,30+12,27
Colénia 2 3 6,67*6,67 40,00+25,17
Colénia 3 3 6,06%6,06 42,12%14,72
Colénia 4 3 11,11+11,11 45,56*17,88

« Outro factor a ter em atencdo € 0 menor tempo
gue € necessario utilizar para a avaliacdo de cada
colmeia quando registamos o comportamento |
relativamente ao Il. Este factor tem grande im-
porténcia quando queremos testar um ndmero
elevado de col6nias, sendo possivel anotar os re-
sultados deste comportamento no mesmo apiéa
rio, apenas com recurso a utilizacdo de folhas de
acetato onde foram marcadas as células em estu-
do. Pelo contrério, para registar os resultados do
comportamento |, € necessario, além disso, a
utilizacdo da lupa binocular, o que dificulta este
tipo de trabalho.

Finalmente, ap0s todas estas consideracdes, pen
samos que o comportamento | (remogdo da cria-
¢80 e parasitas) é o mais interessante para desen-
volver técnicas que permitam detectar e selec-
cionar abelhas tolerantes ao parasita. No entanto,
S80 necessarios estudos posteriores para compro-
var que as colénias que mostram de uma forma
mais evidente este comportamento séo as que
apresentam um crescimento mais lento da popu-
lac80 de parasitas.

Conclusao

Tal como na abelha Apis cerana, nas nossas abe-
Ihas pudemos observar dois tipos de comportamen-
tos: I) as abelhas limparam compl etamente as células
parasitadas, retirando os parasitase acriacdo e ll) as
abelhas retiraram os parasitas (ou eles abandonaram
as células a0 serem desoperculadas pelas abelhas) e
reopercularam os alvéolos, respeitando a vida da
criacéo.

O comportamento | mostrou-se mais eficaz e apre-
sentou uma menor variabilidade entre estagdes. Por
iSSO, pensamos que é o comportamento mais adequa-
do para detectar e seleccionar abelhas com alta capa-
cidade higiénica em relagdo as células com criagdo
de obreiras parasitadas.

S30 necessarias hovas investigagdes para compro-
var que as colonias seleccionadas desta forma séo as
gue apresentam um crescimento mais lento da popu-
lacdo de parasitas.
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