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Este estudo teve como objectivo investigar a resposta de coldnias de Apis melli-
fera iberica, relativamente a células de obreiras artificialmente infestadas com o
parasita Varroa, com o fim de aplicar os resultados no desenvolvimento de técni-
cas dirigidas a deteccao e selecgao de abelhas tolerantes ao parasita.

Alvéolos com criacdo de obreiras de 7 dias apds a operculagao foram artificial-
mente infestadas com o parasita Varroa. A resposta higiénica das abelhas, relati-
vamente a estas células, foi medida num periodo de 24 horas. As abelhas mani-
festaram dois comportamentos diferentes. No primeiro, imparam completamente
as células, retirando os acaros e a cria das abelhas. No segundo, desopercularam
e reopercularam os alvéolos, retirando os acaros, mas a cria permaneceu nas
células.

O primeiro destes comportamentos foi mais constante e assegura um maior éxito
relativamente aos acaros que se encontram a reproduzir nas células da criacdo.
Os resultados foram analisados com o objectivo de propor futuras técnicas para
localizar e seleccionar abelhas tolerantes a Varroose.
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INTRODUCAO

O parasita Varroa jacobsoni Oud. € o principal problema patoldgico da apicultura
ocidental. A sua presenca tem provocado enormes perdas, obrigando a utilizagao
de tratamentos quimicos de sintese, para evitar a morte das colmeias e dos api-
arios. Estes tratamentos tém ajudado a controlar a situagao, mas por sua vez



tém originado novos problemas, especialmente o aparecimento de residuos nos
produtos apicolas e o aparecimento de resisténcias do parasita a algumas das
moléculas utilizadas (MILANI, 1999 e WALLNER, 1999). Distintas vias alternati-
vas de luta estdo a ser estudadas, entre as quais se destaca a seleccao de abe-
lhas tolerantes ao parasita. Neste sentido, como modelo de trabalho utiliza-se a
relagdo da Varroa com o seu hospedeiro originario, a abelha asiatica Apis cerana
Fabr. Entre esta abelha e o acaro existe um equilibrio, de tal forma que ndo
existem riscos para a sobrevivéncia das colonias, e ndo é necessario o trata-
mento quimico. Uma das caracteristicas que permitem este equilibrio é o com-
portamento higiénico da abelha Apis cerana, capaz de localizar as células de cri-
acao das obreiras aonde se introduziu a Varroa para reproduzir-se e limpa-las,
interrompendo o ciclo reprodutivo do parasita (PENG et a/, 1987; citados por
BUCHLER, 1994; BOECKING e SPIVAK, 1999 e RATH, 1999). Neste sentido, fo-
ram registados dois comportamentos em Apis cerang. no comportamento I, as
abelhas detectaram e limparam completamente as células parasitadas, retirando
0s parasitas e a criacdo das abelhas, enquanto que no comportamento II as
abelhas retiraram os parasitas e reopercularam as células, permitindo que pros-
segui-se o ciclo bioldgico da criacdo (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 colonias de Apis meliifera iberica, relativamente a células de obreiras
artificialmente infestadas com o parasita Varroa, com o fim de apiicar os resulta-
dos no desenvolvimento de técnicas dirigidas a deteccdo e seleccdo de abelhas
tolerantes ao parasita.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados em Coérdova (Espanha), em dois periodos diferentes
do ano de 1999: verdo (entre 21/5 a 8/7), coincidindo com as floracdes do giras-
sol (Helianthus annuus) e do eucalipto (Eucaliptus sp) e inverno (entre 17/11 a
23/12), coincidindo com um aporte de néctar limitado. Foram utilizadas coldnias
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 7e 9 no
inverno. Nos ensaios utilizamos células contendo cria de obreiras com 7 dias
apos a operculacdo, em estado de pupas brancas, com olhos pardos (REMBOLD
e KRAMER, 198Q). Para conhecer a idade da cria marcava-se 0 momento da
operculacdo numa lamina de plastico transparente, num periodo maximo de 24
horas. As varroas foram obtidas de abelhas adultas procedentes de colmeias da-
doras, altamente parasitadas. Estes acaros foram capturados utilizando aglcar
em po (BOECKING e RITTER, 1993). Foram aplicados 3 tratamentos: no primei-
ro, células artificialmente infestadas com trés varroas vivas; no segundo, que
funcionou como o grupo testemunha I, as células foram abertas e fechadas sem
introduzir parasitas e no terceiro, que funcionou como o grupo testemunha II, as



células ndo foram manipuladas. Os parasitas foram introduzidos nas células atra-
vés de uma pequena abertura na parte lateral do opérculo (De RULITER, 1987;
BOECKING e RITTER, 1993). Os ensaios realizaram-se em 9 colmeias. Um total
de 23 repeticoes foram efectuadas. Para cada tratamento e cada repeticao foram
utilizadas 10 células. Em 4 colonias realizaram-se, pelo menos, 3 repeticdes, nas
restantes foram realizadas 1 ou 2. Nos resultados avaliaram-se dois comporta-
mentos: comportamento I, no qual as abelhas limparam completamente as cé-
lulas parasitadas, retirando os parasitas e a criacao e comportamento II, no qual
as abelhas abriram e fecharam as células, retirando um ou mais parasitas (no
caso do acaro ndo ter abandonado as células) mas ndo a criacao. No estudo es-
tatistico utilizaram-se testes ndo paramétricos. Para comparar os resultados dos
diferentes tratamentos aplicamos o teste ANOVA de Friedman quando trabalha-
mos em simulténeo com os 4 tratamentos, e o teste Wilcoxon matched pairs
quando foram comparados 2 a 2. Para estudar a comelacao entre os comporta-
mentos I e II aplicamos o Pearson Product Moment Correlation. As diferencas
entre estacdes foram analisadas pelo teste Mann-Whitney U e as diferencas en-
tre colmeias foram analisadas por ANOVA Kruskal-Wallis.

RESULTADOS

Os resultados expressam-se em percentagem da média £ desvio padrdo. As
abethas limparam 0,43+0,43% das células abertas e fechadas sem introduzir os
parasitas (testemunhas I), e 2,17+0,88% das céluias ndo manipuladas (teste-
munhas II). Se considerar-mos conjuntamente os comportamentos I e II,
63,63% das células artificialmente infestadas provocaram a resposta das abe-
lhas, das quais 20,55+4,98% correspondeu ao comportamento I (as abelhas
retiraram os parasitas e a criacao) e 43,08+5.41% ao comportamento II (as
abelhas retiraram 0s parasitas, mas nao retiraram a criacao). Em 68,08x6,17%
das células artifidalmente infestadas, em que as abelhas manifestaram o com-
portamento II (as abelhas retiraram os parasitas e reopercularam as células com
criagdo), permaneceram alguns dos trés parasitas depois destas serem reoper-
culadas. Em relagdo ao comportamento I, ndo foram detectadas diferencas si-
gnificativas entre o grupo testemunha I (células abertas e fechadas ndo parasi-
tadas) e o II (células ndo manipuladas) (P>0,05). No entanto, existiram diferen-
cas significativas na resposta higiénica entre as testemunhas I e as células artifi-
cialmente infestadas (P<0,001) e entre as testemunhas II (P<0,01) e as células
infestadas. Nao existiu correlacdo estatisticamente significativa entre os com-
portamentos I e II na resposta das abelhas relativamente as células artificial-
mente infestadas (r=-0,09; P>0,05).



QUADRO 1. Comportamento higiénico da abelha Apis mellifera iberica frente a
células com cria de obreiras artificialmente infestadas com trés varroas.

Células infesta-|Células infesta-|Células aber-|Células nao
das. das. tas e fechadas | manipuladas
Comportamento | Comportamento |sem parasitas
I II
Verao 24,44+10,29 24,44+7,47 0,00+0,00 0,00+0,00
n=9
Inverno 18,04+5,09 55,0645,59 0,71+0,71 3.57+1.23
n=14

A resposta higiénica das abelhas entre os dois periodos em estudo (verdo e in-
verne), foi igual (P>0,05), no que se refere ao comportamento 1. Contrariamen-
te, existiram diferengas significativas entre ambas as temporadas quando consi-
deramos o comportamento II (P<0,01). De forma similar, ndo foram observadas
diferencas significativas na resposta higiénica das abelhas, entre o verao e o in-
verno, relativamente as testemunhas I (P>0,05), sendo essas diferencas signifi-
cativas quando consideramos o grupo testemunhas II (P<0,05) (Quadro I).
QUADRO II. Comportamento higiénico de 4 coldnias de Apis mellifera iberica
frente a células com cria de obreiras artificialmente infestadas com trés varroas.

Nimero de Células infestadas. Células infestadas.

repeticoes Comportamento I Comportamento II
Colonia1l |6 35,19+13,29 41,30+12,27
Coldnia2 |3 6,67+6,67 40,00+25,17
Colénia3 |3 6,06+6,06 42,12+414,72
Colénia4 |3 11,11+11,11 45,56+17,88

No Quadro II podem ser consultados os valores obtidos nas 4 colmeias, em que
foram efectuadas, pelo menos, 3 repetigbes. Apesar de nao terem sido encon-
tradas diferengas significativas entre elas (P>0,05), pode-se comprovar uma
grande amplitude de variagdo na sua resposta e a maior diferenca foi observada
quando consideramos o comportamento I.

DISCUSSAO

Entre a abelha Apis cerana (hospedeiro originario do acaro Varroa) e o acaro
Varroa jacobsoni existe um equilibrio, de tal forma que o parasita nunca chega a
pOr em perigo a sobrevivéncia das coldnias de abelhas, as quais ndo necessitam
de ser tratadas. Uma das razoes que permitem este equilibrio baseia-se no com-
portamento higiénico das abelhas relativamente a células de obreiras parasita-
das, ou seja, a capacidade das abelhas de detectar e limpar as células da criacdo
de obreiras que se encontram parasitadas pelo acaro (PENG et a/, 1987a; PENG
et al, 1987b; BUCHLER, 1994; BOECKING e 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 resul-
tados mostram como o desencadeamento do comportamento higiénico resultam



dos parasitas introduzidos e ndo da manipulacdo dos opérculos, uma vez que
apenas 0,43% das células que se manipularam, mas nas quais nao se introduzi-
ram parasitas (testemunhas I) foram removidas, comparativamente com 2,17%
de células ndo manipuladas. Por outro lado, na abelha Apis cerana descreveram-
se dois comportamentos diferentes: as abelhas podem limpar completamente as
células parasitadas, retirando os parasitas e a propria criacdo das abelhas (com-
portamento I), ou entac podem retirar unicamente os parasitas, reoperculando
as células e permitindo a sobrevivéncia da cria das abelhas (comportamento II)
(RATH e DRESCHER, 1990; ROSENKRANZ et af, 1993). Ambos os comporta-
mentos foram também descritos na abelha Apis melflifera (BOECKING e DRES-
CHER, 1994; FLORES et a/, 2000), e foram também verificados nos resultados
aqui apresentados, ainda que varios aspectos devam ser considerados ao utilizar
um ou outro comportamento na avaliagdo da resposta das abelhas.

A prior, poderiamos considerar mais interessante o comportamento II, pois as
abelhas retiram os parasitas e permitem a sobrevivéncia da cria. Este comporta-
mento € especialmente interessante, na abelha Apis cerana, uma vez que 0s
parasitas que permanecem nos alvéolos com cria de obreiras ndo conseguem
reproduzir-se (BUCHLER, 1994 e RATH, 1999). O problema coloca-se de forma
diferente na abelha Apis mellifera, na qual o acaro consegue reproduzir-se nos
alvéolos com cria de obreiras. Além disso, 0s nossos resultados mostram como
em 68,08% das células parasitadas, abertas e reoperculadas pelas abelhas
{(comportamento II) permaneceu algum parasita depois da reoperculacdo. Estes
parasitas que permanecem podem completar o seu ciclo, contribuindo, desta
forma, para o incremento da populagdo de Varroas nas colmeias. Por outro lado,
seria de esperar que aquelas coldnias que apresentaram em alto grau o com-
portamento I de limpeza das células também o fizessem com o comportamento
IT e vice-versa. Contrariamente a este facto, ndo conseguimos encontrar uma
correlagdo significativa quando comparamos os comportamentos I e II nas célu-
las artificialmente infestadas com varroas. O que indica que ambos os compor-
tamentos se devem manifestar de farma independente, ndo sendo paossivel ava-
liar um comportamento a partir dos resultados obtidos no outro.

Sdo de grande interesse os resultados obtidos quando comparamos a resposta
higiénica das abelhas nos dois periodos estudados: verdo e inverno (Quadro I),
Assim, quando consideramos o comportamento I, observamos que foram limpas
24,44% e 18,04% das células infestadas com 3 varroas no verao e inverno res-
pectivamente, ndo sendo encontradas diferencas estatisticas entre as duas esta-
¢Oes (P>0,05). Pelo contrario, ndo ocorre 0 mesmo se consideramos o compor-
tamento II, em que 24,44% e 55,06% das células parasitadas foram limpas no
verao e inverno respectivamente, existindo claras diferencas quando compara-
mos a resposta das abelhas entre as duas estacdes (P<0,01), o que indica que
este comportamento foi influenciado pela estacéao do ano, o que impede com-
parar coldnias avaliadas em diferentes periodos. Quando comparamos as 4 cold-
nias testadas, pelo menos, em 3 ocasides (Quadro II), podemos comprovar
como as diferencas maiores foram alcancadas ao considerar 0 comportamento L.



Uma vez que, quando consideramos o comportamento II, as diferencas encon-
tradas sdo muito mais exiguas, ficasse com a ideia, uma vez mais, que prova-
velmente sera mais interessante avaliar o comportamento I, quando se trata de
discriminar entre coldnias, procurando as que apresentam um comportamento
higiénico mais eficaz. Outro factor a ter em atencdo € 0 menor tempo que é ne-
cessario utilizar para a avaliacao de cada colmeia quando registamos o compor-
tamento I relativamente ao II. Este factor tem grande importancia quando que-
remos testar um numero elevado de coldnias, sendo possivel anotar os resulta-
dos deste comportamento no mesmo apiario, apenas com recurso a utilizacdo de
folhas de acetato onde foram marcadas as células em estudo. Pelo contrario,
para registar os resuitados do comportamento II, € necessario, além disso, a
utilizacao da lupa binocular, o que dificulta este tipo de trabalho. Finalmente,
apos todas estas consideragGes, pensamos que o comportamento I (remocdo da
criacdo e parasitas) € o mais interessante para desenvolver técnicas que permi-
tam detectar e seleccionar abelhas tolerantes ao parasita. No entanto, sdao ne-
cessarios estudos posteriores para comprovar que as coldnias que mostram de
uma forma mais evidente este comportamento sdo as que apresentam um cres-
cimento mais lento da populacdo de parasitas.

CONCLUSAQ

Tal como na abelha Apis cerana, nas nossas abelhas pudemos observar dois ti-
pos de comportamentos: I) as abelhas limparam completamente as células para-
sitadas, retirando os parasitas e a criacao e II) as abelhas retiraram os parasitas
(ou eles abandonaram as células ao serem desoperculadas pelas abelhas) e rec-
percularam os alvéolos, respeitando a vida da criacdo.

O comportamento I mostrou-se mais eficaz e apresentou uma menor variabilida-
de entre estagbes. Por isso, pensamos que & o comportamento mais adequado
para detectar e seleccionar abelhas com alta capacidade higiénica em relagdo as
células com criacdo de obreiras parasitadas.

S30 necessarias novas investigacdes para comprovar que as coldnias selecciona-
das desta forma sao as que apresentam um crescimento mais lento da popula-
¢ao de parasitas.
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