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Introduction . 6

| Introduction

L'association entre des espéces d'acariens et d'autres arthropodes n'est pas
rare, et présente une trés grande diversité quant aux méthodes d'attachement et
au type d'adaptations existantes {Eickwort 1990; Hunter et Rosarioc 1988;
~OConnor 1982). A 'exception de quelques espéces, nos connaissances
concernant leur biologie sont fragmentaires. Ceci n'est toutefois pas le cas de
Varroa jacobsoni Qudemans 1904 (Acari: Mesostigmata: Varroidae) (Delfinado et
Baker 1974) qui, depuis 20-30 années fait l'objet d'un grand nombre de |
recherches. |

Originaire d'Asie, Varroa pérasite I'abeille eusociale Apis cerana Fabricius
1793 dont l'aire de répartition est séparée de celle d'Apis mellifera L. 1758 par les
zones désertiques d'iran et d'Afghanistan. La relation existante entre l‘abeille
indienne A. cerana et I'acarien est dans un état d'équilibre, si bien qu'aucune
perte de colonie due a ce parasite n'a été mentionnée (Rademacher 1990;

" Robaux 1986).

' L'importation, pour leur plus fort rendement en miel, de colonies d'A. mellifers
en Asie a permis a colonisation de ce nouve! héte par Varroa. Les mécanismes -
de résistance de I'hote et d'adaptation du. parasite, ne sont pas en équilibre dans
{a relation A. mellifera - V. jacobsoni et ce dernier est devenu un ravageur pout
I'apicuiture. L'attention portée & Varros s'est accentuée au fur et & mesufe que,
par le biais de transport de colonies, son aire de distribution s'étendait & tous les
continents (Bradbear 1988; De Jdng et al. 1982a; Grobov 1977; Mateson 1993).

Dans ce contexte, {'étude de Varroa peut étre orientée vers son aspect apicole,
c'est-a-dire les moyens & mettre en oeuvre pour se prémunir des dégats aux
ruches, ou bien étre orientée vers la connaissance des aspects adaptatifs de la
relation abeille - acarien. La présente étude est consacrée a la phase de |
reproduction de l'acarien et met {'accent sur le fait que Varros est obligatoirement
associé aux espéces du genre Apis ssp.
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Dans le but de permettre au lecteur une compréhension rapide des résultats de
mon étude, jlintroduirai dans les prochains chapitres un certain nombre de |
données sélectionnées sur la biclogie de I'héte et du parasite, ainsi que certaines
de mes observations sur le développement de I'abeille.

Cycle biologique de 'héte Apis ssp
Varroa doit étre considéré comme un parasite obligatoire du genre Apis ssp. Bien
que sa présence chez d'autres g%ou_pes systématiques d'insectes ait été
mentionnée, elle est purement accidentelle et ne 'représente aucune partie de son
cycle biologique (Kevan & al. 1990). Les abeilles du genre Apis ssp sont
caractérisées par des colonies eusociales pérennes,' qui stockent des réserves’
alimentaires (miel, pollen) pour survivre aux saisons d'hivernage. Les colonies ne
se multiplient que par essaimage, c'est-a-dire que la reine et une partie des
ouvriéres quittent la ruche pour un nouveau lieu de nidification, tandis gue les
~ ouvriéres restantes élévent une nouvelle reine. Durant la péricde d'essaimage,
afin que les jeunes reines puissent étre fécondées, les colonies produisent des
faux-bourdons. Les accouplements se déroulent lors de vols nuptiaux durant
lesquels les reines rejoignent les congrégations de males. Les reines stockent
dans leur spermathéeque le sperme de plusieurs males. Il en résulte qu'une ruche
est composée d'ouvrieres ayant la meme mére mais pas forcément le méme pére
(demi-soeurs). '

. Les colonies des régions tropicales effectuent également des migrations.
Durant la superscédure (absconding), la colonie entiére abandonne le lieu de
nidification et le couvain qu'il contient afin de rejoindre une région ou la nourriture
est abondante. Chez A. cerana, selon le climat, I'élevage du couvain d'ouvriére
peut avoir lieu toute 'année tandis que le couvain de faux-bourdohs est présent
entre novembre et avril puis parfois en mai - aoGt en Tha’ilande (Rath 1991a) ou
de février & mai dans le nord de I'lnde (Tewarsan et al., 1992). Chez A. mellifera,
en Europe tempérée, le couvain d'ouvriéres apparait lentement en janvier -
février, atteint un maximum en mai - juin (Imdorf et al., 1987) et disparait en
octobre. Le couvain de faux-bourdons est présent entre fin avril et _dé_but juillet.
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Le développement de l'abeille est constitué d'une premiére phase, dite du
couvain ouvert, représentée par 'oeuf, et cing stades larvaires. Les larves se
trouvent 2 la base de l'alvéole (partie hémisphé’riqug), couchées sur un coté et
enroulées de telle maniére que la zane anale rejoigne la téte.-Rappelans que
dans la ruche, l'axe longitudinal des alvéales est incliné de 5-8 degrés par rapport
a 'horizontale. Les larves baignent dans la gelée larvaire et sont nourries par des
ouvriéres 4gées de 3-15 jours post-emergence (Broﬁwers et al. 1987; Lindauer
1952, 1953; Seeley, 1982).

La deuxiéme phase, dite du couvain operculé, débute lorsque les alvéoles sont
operculées, soit 8-8%% jours aprés la ponte des oeufs d‘ouvriéres, (9 jours pour les
faux-bourdons). A cette période, la larve qui est au 'cinquiéme stade, commence &
- se dérouler par un mouvement en spirale, puis, aprés avair ingéré les restes de
gelée, elle se met a tisser son cocon qu'elle applique contre la paroi de la cellule
(Jay 1964). Lors du tissage du cocon, la larve est continuellement en mouvement,
le dos plaqué a la paroi de l'alvéole et effectue des roulés-baoulés, tandis que la
téte oscille de gauche a droite en appliquant la soie produite par ses glandes
séricigenes. Dés 10 heure‘s post-operculation (hpo}, le séptum entre l'intestin
moyen et postérieur se rompt et la larve emet ses excréments (Snodgrass 1956).
Ceux-ci sont toujours déposés contre la paroi 4 la base de ['alvécle. Le tissage du
cacon se termine 33-36 hpo chez |'ouvriére (48-52 hpo chez le faux-bourdon) et
est suivi du stade de prépupe (Streckmade). La prépupe est couchée sur le dos,
la zone anale remplit la base de l'alvéole et la téte est orientée vers l'opercule.
Selon Jay (1963), la prépupe s'oriente grace a la différence de rugosité des 2
" extrémités de I'alvéale (base de la cellule et opercule). Notons qu'au début du
stade prépupe, et pour une période d'environ 6 - 10 heures, la prépupe effectue
réguliérement les mouvements suivants: elle étend et raccourcit ses segments
abdominaux et ainsi se meut d'avant en arriere. De plus, des contractions
latérales‘ des segments abdominaux provoquent une reptation latéraie et la larve
monte ainsi sur le coté de ['alvéole jusqu'a un angle de plus de 90°.

Comme nous le vérr'ons dans |és résultats, la métamorphaose de la prépupe en
pupe (pupation) ne dure que 30-40 minutes et transforme radicalement l'espace
occupé par l'abeille. Contrairement a un grand nombre de représentations
trouvées dans |z littérature, la pupe a approximativemt\ant le méme diamétre que
l'alvéole (figure 1, chapitre Reproductivé phase), ce qui ne laisse que peu
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d'espace libre pour le parasite. La description détaillée de la pUpétion est donnée
par Jay (1962b) et se déroule dans la présente étude a 93 hpo et a 121 hpo pour
respectivement le couvain d'ouvriéres et de faux-bourdons (environ 88 hpo chez
les ouvriéres, Rosenkranz 1990a, au Brésil). La jeune pupe, qui est totalement
blénche, va progressivement se teinter, ce qui permet d'estimer son age (Jay
1962a). De plus, son volume diminue quelque peu et sa cuticule se sclérotise.

Suite & la mue imaginale, I'abeille reste/dans I'alvéole durant 10-20 heures et
est trés active, effectuant des rotations dans I'axe longitudinal et exergant ses
‘pattes et ses piéces buccales Cju‘elle utilisera pour inciser 'opercule. L'émergence
de la jeune abeille se déroule vers 270-290 hpo chez Ieé ouvriéres (Buchler 1990;
Rosenkranz 1990) et vers 330 hpo pour les faux-bourdons (Moritz et Jordan |
1992). Chez A. cerana, le couvain reste operculé durant respectivement 265 et
338 heures (Nguyen Quang Tan 1992, au Vietnam).

| Cycle biologique de Varroa jacobsoni |

Durant la ou les périodes d'hivernage, seules les femelles Varroa parasitent les
abeilles adultes. Puis, lorsque la colonie éléve du couvain, elles infestent des
cellules de couvain pour s'y reprbduire. ‘A la fin de I'hiver, le taux de femelles
fertiles est bas puis augmente progressivement ('Otten 1991). Les femelles Varroa
infestent le couvain en se glissant sous la larve d'abeilie durant une période de
20 heures (ouvriéres) ou 40 heures (faux-bourdons) précédant I'operculation de
Palvéole (Boot et al. 1992; Ifantidis 1988). Sous la larve d'abeille, Varroa reste
immefgée dans la gelée larvaire et est ainsi a I'abri des abeilles (ifantidis 1988).
Le processus d'infestation des alvéocles a été principalement étudié sous l'aspect
de Il'attraction chimique (Le Conte et al. 1989, Rickli et al. 1992, 1994; |
Rosenkranz 1990a) et n'a fait 'objet que de peu d'observations. in vivo (Boot et al.
1992, 1994). Ainsi plusieurs substances chimiques attractives pour' Varroa et .
extraites de la cuticule de larves d'abeilles ont été mises en évidence.

Dans des olfactométres, les esters palmitate de méthyle, linolénate de méthyle,
et palmitate d'éthyle (Le Conte et al. 1989) ainsi que 'acide palmitique ‘(Rickli et
al. 1982) attirent les femelle§ Varroa..Les esters sont présents sur les ‘Iarves des
deux sexes, mais en plus grande concentration chez les faux-bourdons, ce qui
pourrait en partie exbliquer le taux d'infestation huit fois supérieur dans le couvain
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Figure 1.1 Cycle biologique de Varroa. Chaque femelle peut effectuer plusieurs cycles au
cours de sa vie. Seules les Varroa femelles parasitent les abeilles adultes. A 1a fin du cycle de
reproduction elles délaissent les abeilles émergentes au profit d'abeilles d'5ge moyen. La position
sur Phite est de préférence sous la tergite latérale gauche entre le 2-3*™ segment abdominal.
Durant cette phase une faible proportion de Varroa émigre avec son hdte dans des colonies
voisines. Pour se reproduire, les acariens vont infester une alvéole de couvain ouvert peu avant
son operculation. La larve d'abeille est au cinquiéme stade et remplit toute la base de 'alvéole si
bien que le parasite doit littéralement forcer son entrée entre {a paroi de latvéole et la larve.
Varroa se glisse jusqu'a ce qu’elle atteigne la gelée larvaire a la base de {'alvéole. La phase de
reproduction débute lorsque Falvéole est operculée, que l'abeille consomme le reste de gelée
larvaire et ainsi permet au parasite de s’agripper a son héte. Je décris dans les résultats ce qui se
déroule dans l'alvéole. A I'émergence de |3 jeune abeille, les femelles adultes et parfois d'autres

_ stades (nymphes, males) quittent lalvéole seules ou sur 'abeille; mais seules les femelles sont
capables de survivre dans la colonie. Les restes dans les alvéoles sont nettoyés par les ouvrieres.



Introduction 11

de males (Schulz 1984; Fuchs 1990). Selon Le Conte & al. (1990), deux de ces
esters représentent un signal chimique qui induit I'operculation des alvéoles par
~ les ouvriéres. Leur quantité augmente fortemant avant cet événement pour
~ diminuer ensuite (Trouiller et al. 1991, 1992). Récemment, d'autres propriétés
phéromonales des esters larvaires ont été mises en évidence. Par contact, par .
diffusion ou par ingestion, les dix esters que compte I'extrait larvaire inhibent le
développement ovarien d'ouvriéres d'abeilles maintenues en cagettes (Arnold et
al. 1994). De plus, ces esters augmentent la sécrétion par les ouvriéres de gelée
larvaire et agissent sur le titre d’hormone juvénile (Le Conte comm. pers.). La
reconnaissance et l'utilisation de ces substances olfactives par I'hdte et le
parasite, rend leur utilisation difficile dans la lutte contre Varroa'.

Les réactions de Varroa lorsqu'il se déplace sur un extrait de larves d'abeilles
au cinquiéme stade ont été étudiées par Matthias Rickli. Sur une membrane de
baudruche, une zone annulaire est traitée avec un extrait cuticulaire de larves.
Les Varroa qui se déplacent sur cet anneau évitent de le quitter en retournant sur
aux-mémas lorsqu’ils arrivent au bords (arrestment). Cette réaction gustative est

induite par I'nydrocarbure saturé n-C»1:0 (heneicosane) lorsqu'il st appliqué
seul. De plus; une forte synergie est observée en présence de plusieurs
hydrocarbures saturés dont la chaine carboxyle est de 19 a 27 atomes del ,
carbone. Ces molécules sont présentes sur la cuticule de la larve d'abeille (Rickli

" etal 1994).

g

Les substances modifiant le comportement de Varroa n'ont toutefois pas été
testées quant 3 l'induction de ce fantastique comportement qui consiste & ce
qu'une femelle Varroa se glisse sous la larve d'abeille. Comme je I'ai observé 3
fois, 'acarien se fraye activement un passage entre |a paroi de |a cellule et les
bourrelets pleuraux qu'il compresse. Sa progression continue jusqu'a atteindre la
gelée larvaire. Ce comportement a une similitude flagrante avec celui de se
glissef antre lés tergites des abeilles adultes. Dans les deux cas des stimuli
meécaniques pdurraient étre utilisés par le parasite.

Au moment de l'operculation, I'ovaire des femelles fertiles contient environ 30
oocytes; I'un d'eux mesure environ 80 um de diamétre, les autres 20 um. Ce
dernier poursuit sa croissance cytoplasmique (pré-vitellogénése) peu aprés
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'operculation (Akimov et al. 1990; Steiner 1992a,b; Steiner et al. 1994).
L'induction de l'oogenése semble clairement liée aux premiéres heures suivant
I'operculation puisque les Varroa expérimentalement introduites ultérieurement
dans le couvain operculé (>10 hpo) vbient leur taux d'infertilité augmenter
fortement (Rosenkranz 1990a; Beetsma & Zonneveld 1992). A environ é5 hpo, la
femelle Varroa pond le premier oeuf qui cantient un embryon haploide au stade
de protonymphe, et E}ui se développera en male (parthénogenése arrhénotoque)
(Ifantidis 1983; Rehm 1288; Rehm et Ritter 1989, de Ruijter et Pappas 1983;
Steiner et al. 1982). | _

L'oogenése du deuxiéme oceuf reprend & environ 25 hpo de telle maniére que
la ponte est étagée dans le temps, avec un oeuf toutes les 28-36 heures (Ifantidis
1983; Rehm 1988). Seul le premier oeuf de chaque cycle de reproduction est
I'{ap|o‘£de (male), tandis que tous les descendants suivants sont diplbides et se
développent en femelles. La conséquence de I'étagement de la ponte dans le
temps est que les descendants matures I'un aprés {'autre. 1l en résulte que le
succes d'un cycle de reproduction est dépendant de la durée & disposition. Celle-
ci est déterminée par le développement de ['abeille et par conséquent ie nombre
de descendants qui atteignent le stade adulte sera supérieur dans le couvain
operculé de faux-bourdons, d'une durée de 14-15 jours, que dans celui
d'ouvriéres qui dure 11-12 jours (fig. 1, chapitre Reproductive phase).

Le développement post-embryonnaire-de Varroa passe par deux stades
nymphaux (proio- et deutonymphes) constitués chacun d'une phase mobile et
d'une phase immabile. La description de ces stades est donnée par un grand
nombre d'auteurs (Hirschmann 1980; Ifantidis 1983, Delfinado-Baker 1984;
Haragism et Samsinak 1986; Nahnelli 1986; Robaux 1986; Rehm 1988; Steiner
1988): ici nous noterons.que la mue imaginale est caractérisée par une exuvie
coriace. Ces exuvies nous permettront de déterminer le nombre de femelles filles
adultes. En effet, elles passent du jaune-brun au brun fonce en I'espace de 24 -
48 heures, apres quoi elles se confonderit avec la mére.

Les descendants adultes copulent avant I'émergence de l'abeille. Le
déroulement de I'accouplement n'est pas connu, mais selon certaines
observations, ainsi que les caractéristiques anatomiques des femelles et des

males, il s'apparenterait & la podospermie, fréquente chez les mésostigmates
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(Athias-Henriot, 1969; Alberti et Hanel 1986). Le male Varroa posséde des
chélicéres medifiés en spermadactyle (Akimov et al. 1988; Ifantidis et Rosenkranz
1988), avec lesquels il introduit le sperme dans les solénostomes de la femelle.
Ce sont des pores situés a la base des pattes lll - IV et qui communiquent avec la
spermathéque par des canaux (rami et sacculi) le long desquels migreront les
prospermatozoides. Ceux-ci sont stockés dans la spermathéque ou ils terminent
leur maturation (Alberti et Hznel 1986).

La phase de reproduction est interrompue par I'érhergence de I'abeille et
seules les femelles aduites (générations parentale et fille) survivent dans fa
ruche, ou elles parasitent les abeilles adultes. Les acariens délaissent rapidement
les abeilles émergeantes au profit d'ébeilles agées de 5- 12 jours (Kraus et al. -
1986; Kraus 1993; Le Conte et Arnold 1987; Steiner 1993). Sur les abeilles
adulteé, il est intéressant de noter que les Varroa se trouvent de préeférence sur le
coté gauche de l'abeille et principalemént entre les tergites abdominales Il et Il
(Delfinado-Baker et al. 1992). '

La phase de parasitisme sur les abeilles adultes semble varier de quelques
jours a plusieurs semaines et caci méme lorsque du couvain est disponible (Calis
et al. 1991; Boot et al. 1993). Cette phase influence positivement la fécondité des
femelles Varroa (Beetsma et Zonneveld 1992). Entre les cycles successifs de
reproduction elle ne semble pas étre une condition 3 la ponte d'oeufs (de Ruijter

- 1987). La régulation des infestations du couvain par les parasites est également
dépendante du cycle biclogique de I'héte. Par exemple en automne, lorsque la
population d'acariens est forte et que la duantité de couvain diminue, celui-ci n'est
pas infesté par tous les acariens. Ce comportement évite que Varroa surparasite
le couvain produit & cette période. De plus, Iorsdu’expériment_alement, on
empéche lareine de pondre, le taux de Varroa fertiles diminue progressivement
et I'oocyte de taille supérieur observé dans I‘ovairé des Varroa rapetisse (Steiner
1992a). La libération de [a reine rétabli la ferilité des femelles dans les 35 jours
(Rosenkranz 1980a). Cette situation pourrait étre similaire & celle rencontrée
naturellement & 1a fin de 'hivernage lorsque 1a colonie recommence & élever du
couvain. \ :

On sait que I'état physiologique des abeilles d'hiver est différent de celles -
d'été. Le titre d’hormone juveénile lil augmente brusquement avec I'age chez les
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abeilles d'été alors qu'il reste bas chez les abeilles d’hiver. Les glandes
hypopharyngiales sont développées chez les abeilles d'été mais pas chez celles
d’hiver. Par contre, la quantité de protéines (titre total) et de vitéllogénine dans
I’hémolyniphe est faible chez les abeilles d’été mais élevé chez celles d’hiver
(Fluri et al. 1982)

Lorsque la colonie est privée de couvain en été I'état hormonal des ouvriéres
devient semblable & celui des abeilles d'hiver (Blhler et al. 1983; Fluri et al.
1982), alors cette situation pourrait pafeillement influencer 1a biologie du parasite.

Apis cerana et Varroa jacobsoni : hote et parasite

Des 70 colonies d'A. cerana traitées par Rath (1991) en Thailande, 56
contenaient moins de 100 Varroa, le nombre maximum d'acariens était de 798 et
le nombre moyen de 70. Une seule colonie ne contenait pas d'acarien. En
Europe, des colonies traitées chaque année peuvent contenir plusieufs milliers
d’acariens en automne et meurent deux ou trois années aprés I’inféstsiion en
I'absence de traitement. Ce contraste est le résultat de plusieurs mécanismes de
défense observés chez A. cerana et qui n'‘existent pas ou faiblement chez A.

_ mellifera en Europe. |

Premiérement, les acariens qui parasitent les abeilles adultes sont attrapés par
les ouvriéres, puis blessés a I'aide des mandibules (Peng et al. 1987a,b; Buchler
et al. 1992). La détection des Varroa par A. cerana est probablement de nature
chimiosensorielle car elle est plus forte lorsque les acariens proviennent de
colonies d'A. mellifera (Blchler et al. 1992; Rosenkranz et al. 1993b). Puisque I€s
proportions des hydrocarbures cuticulaires de l'acarien se modifient en fonction
du stade de développement de 'hdte parasité (Nation et al. 1992) on peut
admettre qué Varroa adopte un revétement cuticulaire similaire & celui de son
héte (mimétisme). Ceci diminue les risques de se faire détecter.

Deuxiémement, les ouvriéres d'A. cerana ouvrent la presque totalité du-couvain
operculé d'ouvriéres infesté par Varroa. Par contre, ce compartement reste a un
hiveau trés bas envers le couvain de faux-bourdons (Boecking 1993; Rath et
Drescher 1990; Tewarson et al. 1992). Rath (1992) montre que les ouvriéres
soignent moins bien le couvain de faux-bourdons. Ainsi, lorsqu'il tue par
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congélation du couvain operculé et qu'il |é replace dans la ruche, c£elui d'ouvriéres
est rapidement ouvert et nettoyé tandis que celui de faux-bourdons est laissé tel
quel. Varroa profite du peu de soins prodigués et se reproduit presque
exclusivement dans le couvain de faux-bourdons (Koeniger et al. 1981; Koeniger
et Koeniger 1983; Tewarson et al. 1992; Wongsiri et al 1987). -

Sil'on consadere le cycle biologigue des espéeces du genre Ap:s il est évident
que la cronssance de la population du parasite est grandement limitée aux courtes
périodes durant lesquelles I'abeille indienne éléve du couvain de male. Toutefois,
malgreé le faible nombre d'acariens trouvé dans les colonies d'A. cerana, ils
infestent principalement le couvain de faux-bourdons. Comme |a quantité de
celui-ci est limitée, cela peut provoquer une compétition entre les Varroa. Ainsi,
chez A. cerana, jusqu'a 60% des cellules de faux-bourdons peuvent étre infestées
(Tewarson et al. 1992). |

Le comportement d'ouverture du couvain infesté a été étudié en Europe chez
A. mellifera ol il est également présent, mais dans une proportion plus faible
(Boecking et Drescher 1991, 1992; Boecking 1993) si bien que Varroa se
reproduit dans les deux types de couvain. Toutefois, également chez A. meliifera,
le couvain de faux-bourdons a les avantages suivants pour le parasite : la durée
de développement de I'abeille est plus Iohgue, ce qui permet a un plus grand
nombre de descendants d'atteindre I'dge adulte; la quantité de nourriture est plus
importante puisque les pupes de faux-bourdons péseht environ 290 mg contre
120 mg pour celles d'ouvriéres; et de plus la perte de poids pour une méme
charge parésitaire est inférieure chez les pupes de faux-bourdens (Schneider &
Drescher 1987, 1988). |

Un troisiéme mécanisme de résistance est I'incompaiibilité physiologique de
Varroa a se reproduire dans le couvain d'ouvriéres. Plusieurs études montrent le
faible taux de reproduction dans le couvain d'ouvriéres chez A. cerana (de Jong
1988; Koeniger et al. 1981; Rath 1991b; Tewarson et al. 1992 ). Ce phénoméne
est intéressant, car chez A. mellifera, on observe un faible taux de fertilité du

W parasite en Tunisie (Ritter 1990; Ritter et al. 1990) et en'Amérique du Sud

(Moretto et al. 19'91; Ritter et de Jong 1984; Rasenkranz 1990; Ruttner et al.
1984). Actuellement, une explication des causes de ce phénoméne nest pas
disponible. En plus il faut noter que I'étude suivie de colonies en Tunisie a montré

que le taux d’infertilité n'est pas stable (voir revue de Boecking & Ritter, 1994).
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Adaptations morphologiques de Varroa

Varroa est remarquablement adapté morphologiquement a sa vie d'ectoparasite
de l'abeille. Son corps est fortement aplati dorso-ventralement, est plus large que
long et est trés peu épais sur le devant tandis que ses pattes sont positionnées
latéralement. Ces formes lui permettént de se glisser entre les sternites des
abeilles adultes, d'infester les alvéoles en se glissant sous la larve V et de vivre
dans le peu d'espace libre de I'alvéole operculée. Notons que cette forme de
corps se rencontre également chez les acariens parasites de 'repti|es tels que
Omentolselaps mehelyae Fain (Mesostigmata: Omentdlaelapidae) et qui vivent
sous les écailles de I'hdte (Fain 1959). |

Figure 1.2 (A), Vue ventrale d’'une femelle Varroa; (B), vue latérale d'un chélicére de femelle.
(C), Vue ventrale d’un méle adulte de Varroa; (D, vue latérale d'un chélicére de male.
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Le tarse de chaque patte est muni d'un ambulacre qui a la forme d'une
ventouse puissante et qui se gonfle réguliérement lorsqu'on observe un acarien
sous la loupe. Comme nous le verrons, il permet @ Varroa de se tenir des heures
durant au plafond de la paroi de |'alvéole. Son mode de fonctionnement n'est pas
clair et selon les auteurs il agit comme une ventouse (Lui et Peng 1990) ou par
accrochement grace aus sclérites présentes a sa surface (Ramirez et Malavasi
1991), | |

Les deux chéliceres sont fortement modifiés par la perte de I'appendice fixe
(fixed jaw)-et par la transformation en lame de 'appendice mobile (apotéle) qui
sert a perforer. La structure sous-jacente est composée de I'hypostome et des
stylets salivaires. La cavité buccale s'ouvre a la base de I'hypostome (Griffiths
1988; Steiner 1988). Nuzzaci et al. (1992) ont étudié l'ultrastructure des sensilles
présentes sur les piéces buccales des Varroa femelles. Un continuum dans la
perte de I'appendice immobile des chélicéres est observé chez les Mesostigmates
des nids des vertébrés. Nous verrons que cette évolution des piéces buccales
vers le type perceur va également de pair avec une perte d'autonomie des stades
de développement (Radovsky 1985). |

Pathologie causée par Varroa chez A. mellifera
Chez I'abeille européenne, Varroa se reprdduit aussi bien dans le couvain de
faux-bourdons que celui d'ouvriéres, et la population d'acariens atteint son .
maximum en automne, lorsque la population de la colonie diminue. il en résulte
que la charge parasitaire augmente bmsquqmgnt ce qui aboutit a I'effondrement
des ruches. De plus, I'affaiblissement des colonies favorise le développement
pathologique des nombreuses maladies des abeilles. Ces maladies secondaires
sont fréquemment la cause de l'effondrement des colonies.
Les colts du parasiiisme ont surtout été étudié en fonction du nombre
d'acariens présents sur les abeilles en développement. Cette phase est
~particuliérement critique, car |a larve et la pupe ne sont pas nourries durant toute
la durée du couvain operculé et le prélevement d'hémolymphe par le parasite ne
'peut pas étre compensé par I'hdte. Ainsi, les abeilles parasitées pendant leur
développement montrent, & I'émergence, une diminution de leur poids et de leur
volume en hémolymphe et parfois des matformations (de Jong et al. 1982b; de
Jong et de Jong 1983; Gelbe & Madel 1988; Koch & Ritter 1991; Marcangeli et al.
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1992; Schneider & Drescher 1987, 1988; Strick & Madel 1988; Weinberg et Madel
1985). Les abeilles parasitées au cours de leur développement auront une
longévité plus courte, les acini des glandes hypopharyngiennes atrophiées et les
faux-bourdans produiront moins de sperme (Schneider & Drescher 1987, 1988).

Les cousins systématiques et évolutifs de Varroa
L'utilisation du couvain par des acariens pour se reproduire n'est pas I'apanage
du seul Varroa jacobsoni. Chez les abeilles eusociales d'Asie, on connait
quelques espéces de Varroidae (Delfinado-Baker 1987; Delfinado-Baker &
Aggarwal 1987, Delfinado-Baker et al. 1989; Lekprayoon & Tangkanasing 1991)
dont le cycle biologique semble proche de celui de V. jacobsoni (Mossadegh
1990). Les parasites de cette famille sont tous profilés pour se glisser entre les
t'ergites et dans le couvain; de plus, leurs piéces buccales sont du type piqueur
(Koeniger et al. 1993; Morin & Otis 1993).

Ceci n'est pas le cas d'un autre parasite du couvain, Tropilaelaps clareae
~ Delfinado et Baker 1961 (Acari : Mesostigmata : Laelapidae) dont le corps est
allongé, peu aplati dorso-ventralement et dont les piéces buccales en forme de
pinces sont du type primitif (Griffiths 1988). Tropilaelaps se reproduit également
dans le couvain operculé et vit sur les abeilles aduites; toutefois, sa biologie reste
mal connue bien qu'il représente un ravageur pour A. mellifera en Asie {Burgett et
Akratanakul 1985; Burgett et al. 1983; Delfinado-Baker et al. 1989).

Chez des abeilles solitaires, des acariens se reproduisent dans le couvain ou
ils profitent de passer la période d'hiver (Cross et Bohart 1992; Skaife 1952). Les
deux espéces étudiées par ces auteurs montrent une synchronisation de leur
reproduction avec le développément de I'hote. Dans le cas d'/mpanpes apicola
(Acari : Scutacaridae) qui se nourrit de champignon, I'oogenése ne débute que
lorsque la jeune abeille a déféqué et que Ascosphaera ssp se développe sur ces
excréments (Cross et Bohart 1992). Dinogamasus braunsi Vitzthum se nourrit des
exsudats cuticulaires de son héte. La ponte ne débute qu'une fois que Ia pupation
de I'abeille s'est déroulée (Skaife 1952). Dans cette derniére espéce, il faut
encore noter que les féces sont déposées sur la paroi de la cellule (bambou).
D'autres similitudes écologiques existent dans la biologie' d'autres acariens; noué
les discuterons lors de l'introdudion du chapitre Reproductive phase.
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Propos de cette étude

Au début de cette étude, les méthodes d'élevage in vitro de Varroa utilisées
jusqu'alors ne permettaient pas d'envisager des expériences ou des observations
dans le temps sur la reproduction de Varroa. J'ai posé les conditions suivantes
pour le développement de la méthode d'élevage et d'observation.

Premierement, il me fallait obtenir des cellules transparentes, de la taille des
alvéoles naturelles et parasitées naturellement dans la ruche, afin que les
acariens soient matures et préts physiologiquement & se reproduire.

Deuxiémement, je devais pouvoir observer ces cellules parasitées en
laboratoire dans des conditions physico-chimiques simulant celles de la colonie.

"

Les observations effectuées sur les premiéres cellules obtenues ont mis en
lumiére les grandes lacunes de nos connaissances sur ce qui se déroule dans les
alvéoles operculées. De plus, en comparaison de ce qui est connu chez d'autres
acariens, il m'a semblé que l'association entre Varroa et I'abeille est trés évoluée,
et en cela, méritait une étude descriptive détaillée. Dans la mesure du possible,
cette étude descriptive a été mise en oeuvre par des méthodes quantitatives et
experlmentales '

Dans Ia- premiére partie des résultats, Janalyse les grands traits de la phasé de
reprbduction depuis l'operculation de l'alvéole jusqu'a I'émergence de la jeune
abeille. Je montre queHés sont les adaptations du parasite aux changements
morphologiques de I'hote ainsi que celles en relation avec les ressources limitées
4 la disposition du parasite. Celles-ci sont représentées par I'espace Jaissé libre
par I'abeille dans l'alvécle; par la durée de développemént de I'ndte; ei par la
source de nourriture qui est nan-renouvelable dans la mesure ou I'hdte n'est pas
nourri durant toute la phase d operculation. J'étudie égaiement les |nteractaons
entre les individus présents dans I'alvécle et montre que Varroa presente des
comportéments sociaux primitifs.

Dans la deuxiéme partie des résultats, I'activité comportementale de tous les
stades de développement de lI'acarien est décrite. Je montre que le comportement

“de la femelle fondatrice et de ses descendants tend vers un méme état
d'équilibre. Cet état d’équilibre du comportement semble favorisé par les
structures mises en place par la femelle mére.
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Dans la troisiéme partie des résultats, je. me concenire sur le nombre de
descendants produits lors des cycles de reproduction..L’équilibre du
comportement obtenu au cours du développement contribue au succés des
accouplements et donc influence ls fertilité potentielle des descendants adultes
produits dans chaque alvéole. Comme le nombre de femelles filles par femelle
mére est dépendant de l'intensité d'infestation des alvéoles, jétudie certains
aspects de |'épidémiologie de Varroa. La distribution, dans les alvéoles, des
Varroa infestantes n'est pas aléatoire et ce biais se répercute positivement sur le
succes de reproduction de ce parasite. - _

Dans la derniére partie, je propose une explication & la diminution du nombre
total de descendants adultes par mére dans les alvéoles multi-infestées. J'utilise
I'hypothése d'une compétition entre les descendants pour la source de nourriture.
A |'aide de simulations an montrons 3 quel nivead d'infestation une compétition
effective est aftendue.

Tout au long de cette étude, je reste attentif au fait que nos observations ont
été faites chez A. mellifera, qui est un nouvel hite de V. jacobsoni qui, a l'origine,
parasite A. cerana. Nous verrons que les résultats obtenus sont fortement
empreints de ['association équilibrée existante chez 'abeille indienne.
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Il Matériel et méthodes

Animaux _
Des colonies d'A. mellifera fortement infestées par Varroa ont été placées sur
I'aire de la station a Liebefeld & I'écart des autres colonies. Elles n'ont pas été
traitées I'année précédente ou ne I'ont été que partiellement a I'acide lactique,
produit qui ne laisse aucun résidu. Afin d’éviter le développement de maladies
secondaires, les colonies ont été eéliminées a la fin de chaque autofnne et de
nouvelles sont utilisées 'année suivante. Si au cours de I'étg, la population de
Varroa s’'est avérée étre trop forte et a menacé la colonie, jai réduit le nombre
d’acariens en retirant une partie du couvain operculé de la ruche. Cette teéhnique
a I'avantage de ne pas interrompre le cycle du couvain, situation qui modifierait la
| biologie des parasites (Rosenkranz 1390; Steiner 1992).

Cellules artificielles et infestation par Varroa
Lors de la mise au point de la méthode des alvéoles artificielles, j'ai testé
plusieurs types de matériaux; mais seul le verre, a deux reprises seulement, et le
polystyrol ont permis d’obtenir des cellules avec du couvain. La taille des cellules
a également fait 'objet de tests mais finalement, les mesures se rapprochant des
alvéoles naturelles ont montré de trés bons résultats. |

Cependant, j'ai opté pour des cellules Iégérement plus Iongue_s, ce qui évite de
blesser I'abeille si I'on aplatit I'opercule. Les dimensions adoptées pour l'intérieur
des cellules ont été 5.1 mm de diamétre et 14 mm de long pour les ouvriéres et
6.7 mm de diameétre et 16 mm de long pour les faux-bourdons.
Les tubes & essais en polystyrol (ouvriéres : No. 100101; Greiner GmbH & Cie, D-
7440 Nurtingen, faux-bourdons : No. 1587, Semadeni,’CH-3072 Ostermundigen)
ont été coupés a la longueur dési(ée a l'aide d'un tour mécanique {environ 920
t/min.). Puis 60-70 cellules artificielles sont assemblées en quinconce sur une
couche de cire avec une inclinaison de 5-10° vers le haut (fig. 2.1A).
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Ce cadre artificiel, enduit d’'une couche de miel, a éte incorporé dans un cadre
nature! contenant du couvain. Sans la couche de miel, les cellules étaient
ignorées par les abeilles et la reine ne pondait pas. Pour activer la ponte et
surtout, pour la concentrer dans le temps, la reine a été enfermée durant environ
12 heures sur les cellules artificielles a 'aide d'une grille a reine (fig. 2.1B).
Notons que la reine a toujours pondu dans toutes les cellules, par contre les
ouvriéres n'ont pas toujours éleve les larves. C'est pourquai, pour augmenter nos
chances d'obtenir des larves dans les cellules attificielles, jai enfermé
simultanément les reines dans plusieurs ruches.

8'%-9 jours plus tard, I'operculation des alvéoles a été notée sur une feuille
plastique a intervalles regutiers de 1-2 heures. Pour cela, les cellules étaient soit
laissées dans la ruche ou les larves avaient été élevées, soit transférées dans
des ruches d'observations. Ces derniéres avaient des vitres en Plexiglas percées
d'une fenétre coulissante. Les paquets de cellules étaient placées dans une loge
fraisée dans le cadre plastique (Apis Nova Products, D-7320 Goppingen). Cette
deuxiéme technigue a I'avantage d'éviter I'ouverture des ruches et a été utilisée
pbur les operculations se déroulant en période de mauvais temps ou durant la
nuit. Aprés I'operculation, un numéro et la position de 'apex ont été gravés sur les
cellules transférées au laboratoire. Ces cellules ont &té maintenues en incubateur
dans leur position naturelle, collées sur une bande adhésive et ont été
manipulées avec précaution lors des observations. '

L'intérieur de l'incubateur a été maintenu & 34°C et environ 60 % d’humidite
relative. La source d’humidité a été un flux d'air frais passé a température
ambiante dans un flacon laveur muni d’'une frite et, si besoin, d'une ou deux
soucoupes d'eau distillée, placée dans |'incubateur. Deux ventilateurs ont assuré
I'homogénéisation de I'air, tandis que plusieurs sondes hygrométriques et
thermiques ont permis le contréle de ces parameétres. La cellule observée a été
placée sous une loupe éguipée d’'un appareil photo et d’'une caméra vidéo reliéa
a un enregistreur et 2 un moniteur. 1.’observation s’est faite, soit sur le moniteur
vidéo, soit directement 3 travers les oculaires de la loupe qui émergent a travers
la porte de l'incubateur. ’ ' _

L'alvéole a eté collee sur une tige de métal tenue par une pince de tour qui
permet sa rotation sur I'axe longitudinal (360°) tandis qu’une articulation
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sphérique permet son inclinaison. Toutefois, 'alvéole n’a été toumée que
rarement et pour de courtes observations afin de ne pas aoccasionner des
changements dans I'organisation spatiale de ses constituants. L'observation des
cotés, et dans une moindre mesure du dos de la pupe, a été rendue possible
grace d deux miroirs inclinables placés juste sous la cellule transparente. A faible
grossissement, trois cellules étaient visibles sur le moniteur : au centre en vue
ventrale et deux vues des cotés. Le tout a été fixé sur une platme de microscope
permettant le deplacement dans les deux axes orthogonaux (fig. 2. 1C)

Observations des cellules artificielles

Les observations qui ont été effectuées sur les alvéoles maintenues dans
I'incubateur peuvent étre groupées en obser\'rationS‘ponctuelles et en
observations continues. Les _observations ponctuelles ont consisté en des
controles réguliers (intervalles variant de % heure a 1 jour) de I'évolution du
développement de I'abeille, de la reproduction et du développement des acariens.
Ils ont livré des données quantifiées SUf I'organisation spatiale des acariens dans -
les alvéoles. Les données ainsi récoltées dans les cellules artificielles ont été
confirmées en ouvrant des alvéoles naturelles a différentes phases de la.
reproduction. ' '

‘Les observations continues ont été effectuées pour une cellule 3 la fois (parfois
2 ou 3) placée sous la loupe, observée en permanence et filmée (24 ou 3
images/seconde). Elles ant fourni des résultats quantitatifs de longue durée sur le
comportement des acariens; leur durée de développement; leurs périades de
ponte; leur comportement de nutrition ef leur activité sexuelle. |

Les périodes exactes de ces observations su cours de la reproduction (femelle
" infestante) ou au cours du développement (descendants) sont décrites au
chapitre Behavioural activity. |

Puisque le but de la présente étude étsit de décrire la phase de reproduction
de Varroa, j'ai, sur la base de mes observations et de la littérature, défini un état
"normal” de la reproduction et du développement des jeunes (Fuchs et
Langenbach 1989; Hfantidis 1983, 1984; Kantidis et Rosenkranz 1989; Nannelli
1986; Rehm 1988; Rehm et Ritter 1989). Pratiquement, cela signifie que jai exclu
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les cellules ol la ponte n'a pas eu lieu, ou celles ou le développement des
descendants se révélait clairement anormal.

Utilisation de I’espace dans l'alvéole

Afin d'étudier I'utilisation de I'espace disponible pour les acariens dans les
alvéoles naturelles et artificielles, j'ai subdivisé l'alvéole. L'axe longitudinal est
divisé en 6 sections tandis que dans I'axe latéral, j'ai utilisé des estimations des
coordonnées circulaires (fig. 2.2). De plus, durant le stade de pupe, la
morphologie de I'abeille a été également utilisée pour définir avec plus de
précision les différentes zones utilisées par les Varroa (fig. 3.2.6).
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Figure 2.2 vue latérale des 6 sections définies le long de I'axe longitudinal des alvéoles ainsi
que leur correspondance durant le stade de prépupe d’une ouvriére (A) et de pupe d'un faux-
bourdon (B). Les segments de I'abeille sont numérotés a partir du premier thoracique. b/l indique
le basitarsus de la troisiéme paire de pattes. Coordonnées circulaires de la coupe transversal
d’'une aivéole artificielle (C) et d’une alvéole naturelie (D). Pour les cellules artificielles,
I'estimation 0°£15° représente I'apex, tandis que pour les cellules naturelles, I'apex corespond 4
'angle supérieur. La zone plate des cellules naturelles correspond a 30°+15° mais a 45115° pour
les cellules artificielles.
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Activité de nutrition et compétition au lieu de nutrition
J'ai établi I'activité de nutrition de chaque stade de développement en visionnant
les bandes vidéo enregistrées 24 heures sur 24. La durée des nutritions est
déﬁrjie par le temps que Pacarien a été observé immobile sur le lieu de nutrition.
Pour chaqué stade et chaque individu, on a calculé la fréquence moyenne, la
durée horaire et la durée moyenne des nutritions. Pour les prbtonyrriphes etles
deutonymphes, j'ai également calculé la durée cumulée des nﬁtritions depuis
I'éclosion ou la mue jusqu’a I'immobilisation pour la prochaine mue.
L’emplacement des succions, le nombre de lieux de nutrition utilisés par les
acariens a une période donnée, ainsi que les changements de lieux de nutrition
dans le temps ont été notés. Ces derniers parametres ont également été étudiés
de la maniére suivante: J'ai placé une série de cinq & dix cellules sur un disque et
les ai observées sous la loupe chaque 5-10 minutes afin de noter quel stade et a
quel emplacerﬁent les acariens ont sucé. J'ai observé les séries deux jours
consécutifs. | |

En utilisant les résultats relatifs aux nutritions nous avons, en collaboration
avec Madame Jacqueline Moret, modélisé 'occupation du lieu de nutrition en
fonction du nombre de familles présentent dans I'alvéole. Les simulations sont
décrites au chapitre “feeding site occupancy”.

L'utilisation d’un trou de nutrition par plusieurs individus peut aboutir & une
compétition pour la nourriture méme si le trou n'est pas occupé en permanence.
Une cellule infestée par une famille et une autre infestée par deux familles ont été
suivies durant une période totale de 147 heures lorsque plusieurs individus
étaient en phase mobile, c'est-a-dire de nutrition. J'ai observé le nombre de
nutritions de chaque stade de développement, le nombre de fois qu'ils ont di
attendre parce que le trou était occupé et le nombre de repas interrompus aprés

_avoir été heurtés par un autre elzcarien qui cherchait le trou pour se nourrir. La
durée de I'attente a été calculée comme suit : on a enclenché le chronométre
lorsque l'individu qui cherche touche celui qui est en train de sucer. Le temps est
arrété lorsque l'individu qui cherche se place sur le frou de nutrition. Cela §igniﬁe
que si cet individu n'arrive pas a trouver le trou libéré et gu'un autre acarien le
trouve avant lui, le temps continue de courir jusqu'a ce qu'il piqu'e effectivement.
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Géotaxisme

Afin de tester le réle de la gravité sur le positionnement du paquet de féces, jai
utilisé des cellules artificielles d’ouvriéres non-parasitées et'égées de 60 hpo. A
cette période la prépupe adhére 3 'l’alvéol_e. J'y ai introduit des femelles Varroa
provénant de cellules naturelles d’ouvriéres agées de 30 hpo, soit & la fin du
tissage du cocon. A cette période, les acariens vont entamer ia formation du .
paquet de féces. Les cellules ainsi infestées sont maintenues en incubateur dans
leur position naturelle (témoin) ou a I'envers avec une rotation de 180° dans l'axe
longitudinal de telle maniére que la prépupe est suspendue au plafond de |a

cellule (fig. 2.3). La position des féces a été notée aprés 24 heures.

Figure 2.3 Position des cellules lors des expériences sur le géotaxisme. Position naturelle de la
prépupe (a gauche); et position inverse toumée de 180° dans I'axe longitudinal de I'alvéole (a
droite).

Survie des protonymphes en I’'absence des Varroa infestantes

Plusieurs indices m'ont fait émettre I'hypothése que les descendants ne peuvent
survivre par eux-mémes dans les alvéoles. Cette hypothése a été testée a laide
de cellules artificielles de faux-bourdons. La période choisie a été la mue entre la
prépupe et la pupe qui se déroule a environ 120 hpo chez les faux-bourdons. A
cette période, chaque femelle Varroa a pondu deux oeufs, soit le male qui est au
stade de protonymphe et la prem'iére femelle qui se trouve encore dans I'oeuf.

Des cellules parasitées dgées d’environ 110 hpo et contenant encore une
prépupe ont été désoperculées. A I'aide de trés fine brucelles, on a retiré Ia ou les
femelles Varroa des cellules test tandis que les cellules témoins étaient
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uniquement désoperculées. Puis toutes les cellules ont été refermées,
assemblées dans leur position naturelle, protégées d'un grillage fin et transférées
dans leur ruche d'origine. Le développement des descendants a été observé
quatre jours plus tard, scit lorsque le premier descendant est au stade de
deutonymphe immobile ou au stade adulte, et ie deuxiéme au stade de
deutonymphe immabile. Dans les cellules témoins, les Varroa infestantes ont
naturellement poursuivies leur reproduction. Le trotsieme descendant est au

| stade de deutonymphe mobile et donc facilement reconnaissable des
deutonymphes immobiles.

Analyse de trajets
L'analyse des trajets précédant 'expulsion des féces et la ponte des oeufs durant
le stade de prépupe est décrite en détails dans le chapitre "Reproductive phase”.

Accouplements et fertilisation

Le déroulement des accouplements a pu étre observé durant les observations
continues effectuées sur les cellules artificielles naturellement infestées. J'ai
voulu mettre en évidence |'importance du nombre d'accouplements sur le succés
de reproduction de ce parasite. Ceci peut étre important dans la mesure o le
temps a disposition pour les accouplements est limité par l'arrivée de la mue
imaginale de I'héte.

Le probléme majeur est I'impossibilité de suivre les femelles Varroa lors de
leurs cycles successifs de reproduction et donc de connaitre le nombre de leur
descendants. Toutefois, les données de la littérature nous apprennent que le

- nombre d'oeufs pondus par des femelles transférées successivement d'une
cellule de couvain a l'autre, est de 30 (de Ruijter, 1 987). Le nombre maximal de
spermatozoides contenus dans la spermathéque des femelles est également de
30 (Alberti & Hanel, 1986) et est donc clairement un facteur qui limite le succés
de reproduction des femelles Varroa. J'ai donc considéré que le nombre de
spermatozoides stockés dans la spermathéque aprés un nombre défini |
d'accouplements pouvait étre un indicateur du taux maximal d'oeufs qu'une
femelle pouvait escompter pondre si elle survit dans la ruche.
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Les méthodes utilisées pour obtenir des femelles vierges et pour les faire
féconder, puis pour les disséquer sont décrites au chapitre Reproductive success.

- Succés de reproduction dans les cellules naturelles

Le succes de reproduction de Varroa dans les conditions de la colonie a été
étudié dans différents ruchers & Sariswill, & Frienisberg et & Allenwil. Les
méthodes de récolte et d’analyse sont décrites dans le chapitre "Reproductive
success”.

Analyse statistique

L’analyse statistique de cette étude a été appliquée soit & l'aide du programme
Systat®, sait & I'aide des programmes de M™ Moret ou du programme SAS® &
Neuchétel. . '

Les différences entre ies fréquences de variables qualitatives ont été testées,
pour les tableaux de contingence & 2 colonnes et 2 lignes, avec le test exact de
Fisher qui ne souffre pas de restrictions d’'application. Dans les autres cas, le
Pearson x° a été utilisé. Malheureusement, nos résultats se révélaient parfois si
tranchés que la proportion des classes ayant des fréquences <5 était supérieur 4
20%, et fe test du x° n'a pu étre appliqué (p. expl. tableau 2, chapitre
Reproductive phase).

Les valeurs de nos échantillons a variables continues étaient rarement
distribuées normalement, si bien que j'ai la plupart du temps utilisé des tests non-
paramétriques (test de rangs) soit le test du U de Mann-Whitney pour les
échantillons indépendants ou le test de Wilcoxon pour les échantillons appariés.
Ces tests ont le grand avantage d'étre trés puissants également lorsque les
données se distribuent normalement (Scherrer 1984). Malgreé I'utilisation de tests
non-paramétriques, les valeurs indiquées dans le texte et les tableaux ont été la
moyennetécart type. Dans le chapitre "Behavioural activity”, j'ai indiqué les
valeurs medianes car j'ai utilisé les "box plots" pour les représentations
' graphiques des comportements. Cette représentation a I'avantage d'indiguer
clairement la distribution des différents individus dans I'échantillon. La raison de
ce choix est que cette étude détaillée du comportement de tous les stades de
développement des acariens est prospective. Les box, qui indiquent la médiane,
les percentiles 25 et le 75, montrent les changements dans le temps du
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comportemént de {a moitié des individus les moins dispersés. De plus, les "T"
extérieurs (percentiles 0 et 100) permettent de connaitre {a dispersion des
individus de I’échantillon.
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Il Résultats

Les résultats sont divisés en quatre chapitres reconnaissables aux en-tétes suivantes:

"Reproductive phase"

“Behavioural activity" '
"Reproductive success”

"Feeding site occupancy"
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Abstract. Varroa jacobsoni, an ectoparasite of the Asian
honeybee Apis cerana, has been introduced world-wide,
and is currently decimating colonies of the European
honeybee Apis mellifera. Varroa's reproductive cycle 1s
“tuned to that of drone cells, those mainly parasitized in
the original host. We describe here how a single fertilized
female, infesting a brood cell, can produce two to four
adult fertilized females within the limited time span of bee
development {270 h in worker and 330 h in drone cells),
despite the disturbance caused by cocoon spinning and
subsequent morphological changes of the bee. From ob-

servations on transparent artificial cells we were able to

show how the mite combats these problems with special-
ized behaviors that avoid destruction by the developing
bee, prepares a feeding site for the nymphs on the bee
pupa, and constructs a fecal accumulation on the cell
wail which serves as a rendezvous site for matings be-
tween its offspring. The proximity of the fecal accumula-
tion to the feeding site facilitates feeding by the maturing
progeny. However, communal use of the feeding site
leads to competition between individuals, and
protonymphs are most disadvantaged. This competition
is somewhat compensated by the timing of oviposition by
the mites. Use of a common rendezvous and feeding site
by two or more Varrea mothers in multiinfested cells may
have developed from the parental care afforded to them
as nymphs.

Key words: Acari — Varroa jacobsoni

— Reproduction -
Parental care — Behavior :

Introduction

Varroa jacobsani {Acari: Mesostigmata) was originally an
ectoparasite of the Asian eusocial bee, Apis cerana, but is
causing severe damage to honeybee colonies since its
transfer 10 the European honeybee, Apis mellifera. Var-

Correspondence to: G. Dongé

rea’s entire life-cycle occars in the beehive, and all stages
are obligate ectoparasites feeding on haemolymph. Fe-
male mites reproduce within the concealed habitat pro-
vided by brood cells and parasitize adult bees between
reproductive c¢ycles. Such females quickly invade open
brood cells, attracted by volatiles released by bee larvae
prior to capping, and prefer the drone brood cells {(Schulz

" 1984; Le Conte et al. 1989; Fuchs 1990, Rickli et al

1992). When inside, the mite soon conceals itseif in the
jelly behind the larva {Ifantidis 1988; Boot et al. 1992).
Normal reproduction in this species consists of prodnc-
ing one male and two to four females, fertilized by their-
brother, during the period between capping of the cell
and emergence of the adult bee (Ifantidis 1983, 1990;
Ifantidis and Rosenkranz 1988; Rehm-and Ritter 1989).
Griffiths (1988) and Akimov et al. (1988) reviewed the
morphological adaptations of Varrea for its parasitic life
in the brood cells. In Apis cerana the mite reproduces
only on the less cared-for male brood, as most infested
worker cells are detected by worker bees and eliminated
from the hive (Tewarson et al. 1992}; Asian bees engage in
mutaal grooming and even remove mites from colonies
(Peng et al. 1987a,b; Rath and Drescher 1990). European
bees do not undertake systematic cleaning (Peng et al
1987a; Boecking and Drescher 1991, 1992), so once es-
tablished in a colony the parasite populatlon explodes by
using all the available brood.

Other parasitic mite species also live in family groups
and utilize well-defined habitats such as a mammal’s nest

. (Radovsky 1985), woven cells on a leaf surface (Saito

1983, 1986a), or cavities of the noctuid tympanic organ
{Treat 1958, 1975). These habitats are structured in differ-
ent ways by the mites, occasioning use of different sites
for different behaviors. In some Tetranychidae, the mites’
web or leaf surface is often used for distinct behavioral
activities (e.g. oviposition, defecation, feeding). In some
species, all instars accumulate their feces at a common
site, presumably to prevent fouling of resources or to
repel predators (Saitd 1983). The structuring of space and
behavior reaches a high level in Dichracheles pha-
laenodectes (Mesostigmata) as feeding, egg-laying and
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molting always occur in three different cavities of the
noctnid tympanic organ. Feces, for example, are accumu-
lated in the countertympanic cavity, and seem to have 2
biological significance as it is supposed that it is here that
nymphs mouit and adnlts mate. However, no direct ob-
servations were possible (Treat 1958, 1975). The interac-
tions between cohabitants are limited to feeding at a
common wound in the case of mammalian ectoparasites,
which in fact permits nymphs to feed since they cannot
pierce the host’s skin when experimentally isolated (see
. Radovsky 1985). Saitd (1986a,b) shows that adults of the
spider mite Schizotetranychus celarius wmanifest bi-
parental care in the form of defence of the nest, and con-
sequently the offspring; against predators.

At first sight the brood cell would appear to provide
an ideal environment for reproduction in Varroa, with its
stable temperature and homidity, accessible food sonrce,
and absence of predators or competitor species. Howev-
er, the time available o Varrog is limited and the many
changes occasioned by the bee’s development limit the
space available for the female mite and its family. From
video abservations on transparent pelystyral cells con-

taining naturally infested brood from the beehive we set .

out to establish how the female sncceeds in parasitizing
the developing bee, structures the living space for its de-
veloping family, chooses sites for oviposition, and, in

multiinfested cells, cohabits in these structures with mem- * -

bers of other families. We wished to establish if nymphs
could survive on the pupa on their own. Furthermore,
using these observations we have endeavoured to eluci-
date the genesis and biological roie of space and behavior
structnring in Varroa.

Methods

Infestation of artificial brood cells. Artificial brood cells were infested
naturally within A. mellifera colonies in cylindrical transparent
polystyrol cells (internal dimensions: 5.1 mm diameter x 14 mm
long for worker and 6.7 mm diameter x 16 mm long for drones)
incorporated at an inclination of 5-10° in groups of 60-70 in nor-
mal wax combs and coated with honey. The dimensions of these
polystyrol cells are similar to those of natural ones in our beehives
(5.2-53 mm x 12 mm long for workers and 6.5-6.8 mm x 14-15 mm
long for drones) and to thosc cited in the literature (5.1-5.4 mm for
workers; Erickson 1990). The queen was confined to the artificial
cells for 12h in a bechive heavily infested with Varrea. Some 8.5
days later, the time of sealing of cach cell was recorded at intervals
of 1-2 h in an observaticn bechive. Adter capping, these naturally
infested (0-10%) cells were removed for observation in an incubator
at 34°C and 60% RH.

Direct observations of these cells were made with an operation
microscope (Zeiss OPM) 1-FC) mounted with a black and white
CCD video-camera {Canon Ci-20PR) connected to a time-lapse
VHS recorder (Bischke UUB-480). A cold-light source (300-500 lux}
illuminated the cell, which was fixed by wax to a metal stem gripped
in a lathe-holder. This allowed rotation in the longitudinal axis. To
permit slight inclination of the cell, the holder was mounted on a
bal-joint and this on a microscope plate which allowed displace-
ment of the ¢eil in the twe horizontal axes. Simultaneous observa-
tion of the sides and back of the cell was made possible with two
inclinable mirrors placed under the cell, such that three views of the
cell were recorded, ie., from above and from each side. All manipu-
lations of cells and optical setlings were done through two air-tight

hand ports in the door of the incubator. The eyepieces of the micro-
scope also passed through this door.

Observations en broad cells. Cells in which reproduction was ob-
served to proceed ncrmally (Fig. 1) were placed in their natural
position (i.c.,, pupa on its back) under the microscope and observed
round the clock by time-lapse video (24 or 3 frames sec™?). Duration
of development, feeding activity and utilisation of the available
space in the cell by each individual was recorded. Interactions be-
tween individuals such as mating and competition for feeding were
studied. Additionally, infested artificial cells kept in the incubator
were observed one or more times daily. To confirm that results
relating to position of first eggs and the feces were not artefacts
arising only in the artificial cells, we observed the position of feces
and the location of eggs and pharate nymphs in natural celis. Pear-
son's x* and the Fisher exact test were used to compare frequencies.
Throughout this article mcans + standard deviations (SD) are indi-
cated. '

Track arnalysis. Records of Vorroa’s movements were obtained in
order to understand how Varrea initiates and subsequently succeeds
1o build a fecal accumulation (FA) on the cell wall in the pesterior
part of the brood cell during the prepupal stage and to show how
it chooses a site for first oviposition. Since tracks leading tc defeca-
tion start once Varroa climbs onto the cell wall after feeding, records
were obtained by simply transcribing the position of the mites’
mouthparts onto plastic sheets on the video screen as it walked on
the cell wall. Thus, when the mite pivots the resulting track is
circular. The hemispheric view of the cell wall was rendered planar
without correction, resulting in most distortion at the lateral bor-
ders. Analysis of the different track types was made by plotting
coordinates of points at which the tangent to the track was parallei
to the long axis of the cell. The difference between two points,
termed an interreversal leg (IRL), is then aseribed a Ax and Ay
value, corresponding 10, respectively, displacement perpendicular 10
and parallel to the long axis of the cell. Since tracks in two different
cell sizes were analyzed, the cell diameter was ascribed 100 units,
and Ay values were calculated with reference to the same scale,
which thus can exceed 100 units. For each track, medians (1o ex-
clude outliers) were calculated for the first and last five Ax values
and means were calculated for the first and last six Ay values (nor-
mally distributed); tracks with fewer than eight IRLs were excluded.
The Wilcoxon matched-pair signed rank test was used to compare
the start and end of tracks, and the Mann-Whitney U-test to com-
pare values obtained for different track types.

Role of geotaxis in feces deposition. To test for a role of negative
geotaxis in feces deposition, 102 Varroa mites were transferred from
natural cells at the end of spinning {just prior to when they are
normally predisposed to form the FA at 30 h post-capping. hpc) to
non-infested artificial worker cells containing a prepupa at 60 hpe.
During this period the prepupa adheres to the boitom of the ceil
permitting us to rotate the test cells (n = 54) 180° in the longitudi-
nal axis so that the prepupa hung down. Control cells (n = 48) were
not rotated. Afier introducing the females all cells were closed again
with the original cap.and held in the incubator. The position of all
feces in the cell was noted after 24 h.

Ability ef protonymphs to survive on their own. A fcw hours before
pupation infested drone cells contain the first protonymph and the
second egg (Fig. 1). Since the bee rids itsell of the prepupal cuticle at
pupation, we set oul to determine if the protonymphs are capable of
surviving on the as yet unpierced pupa on their own. Artificial
drone cells were nncapped shortly before pupation and Varroa

" mothers within were retrieved with fine forceps. Control cells were

only opened. All cells were closed again with the natural cap and
maintained in a beehive protected by a metal mesh to prevent
opening by worker bees. The cells were opened 4 days later to
examine the state of offspring present at manipulation.
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Fig. 1. Ovipositian by Varroa and development of progeny from cell F Z ate of FA worker cells
capping until bee cmergence within artificial worker and drone 50 - drone cells B
honeybee cells. Horizontal bars represert mabile proto- and :
deutonymphs, and intervening blanks immobile stiges (i.e., eggs i
and pharate nymphs); pooled data from single and multiinfested

worker and drone cells. The fecal accumulation (FA) appears in
both cell types only after the bee has stretched out as a prepupa.
MNote that two eggs are laid during the prepupal stage in drone cells
but only one in worker cells. Durations of development for the
different life-stages are given in Table 3. A sixth egg was laid in a
small percentage of drone cells

Results
From cell capping to pupation

After capping, the bee larva begins to make regular som-
ersaults, which last 39+8.4 min (n = 40), and feeds in
bouts on the jelly for the first 5 h. After this it starts to
spin the cocoon against the cell wall. The Varroa female
climbs from the jelly onto the bee as it feeds, and almost
immediately feeds itself for the first time. The mite evi-
dently avoids being trapped by “piggy-backing” alter-
nately on the larval extremities and ventral side, surfaces
which come least in contact with the cell wall. Varroa thus
stays almost exclusively on the spinming larva, which
moves all the time, but the mite succeeds in feeding for ca
207+£1255 (n = 12) every 1.6 h. Varroa defecates for the
first time at some 5 hpc, During this early phase of bee
development the rather transparent feces are deposited
randomly by Varroa on the cell wall and are subsequently
covered by the cocoon. By 24 hpc Varroa has aiready
defecated 11 + 3.5 times (n = 9 cells).

The cocoon is spun by 33-36 hpc in worker and by
43-52 hpc in drone cells (Fig. 1). The bee prepupa then
stretches out on its back with .its head towards the cell
cap leaving most free space inthe upper half of the cell
(Fig. 2A), and remains so until pupation. At the early
prepupal stage the mite already spends 46 £27% (n = 12
worker cells) of the time in section 1V of the cell. The mite
demonstrates a fervent interest in the anal zane of the
bee, regularly probing it with up-down movements of the

. head. In drone cells, the bee’s anal zone is so attractive to
Varroa that some get trapped behind the terminal ab-
dominal segments untif pupation.

Fecal accumulation

At the beginning of the prepupal stage, the Varroa female

shows a preference for defecation near the cell apex of

Fig. 2. A Lateral view of a worker prepupa with segments numbered
from the first thoracic. For this study, the cell was arbitrarily divid-
ed into sections I to IV and cell base. Wavy lines drawn on abdom-
ina] segments represent contact with the cell wail. Bee excrement
{shaded) is always deposited at the cell base and only during spin-

- ning. B Frequency of the fecal accumulation (FA) in different sec-

tions of natural and artificial worker and drone cells containing
only a single FA (data pooled). C and D Site of deposition of first
and secand eggs in worker and drone artificial cells respectively
{pooled data from single and muliiinfesied cells). E Lateral view of
a young drone pupa. Asterisk indicates the feeding site on the 5th
segment; bII] is basitarsus of leg Il1 in its natural position. Thorax
plus leg pair I form a barrier separating the cell into an anterior
(ie., towards the cap) and posterior part, The only opening in this
bamer is between the tarsi of legs I1

section 1V, corresponding to the position of basitarsus 111
of the pupa (Fig. 2B, 2E). At this period, the feces become
milky. The process by which Farroa builds the fecal accu-
mulation (FA) on the cell wall is best understood by di-
viding the tracks leading to its formation into the follow-
ing classes: (a) before F A formation when no feces are as
yet deposited on the new cocoon; (b) enset of F A forma-
tion when a few feces have already been deposited near
one another; (¢) tracks leading directly to the FA after it is
well formed, 1.e., when Varroa climbs onto the cell wall in
its immediate vicinity; and (d) rejoining the FA in the
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Table 1. Lateral (Ax) and longitudinal (Ay) displacement of Varroa
mothers leading to defecations and first oviposition on the cell wall
of brood cells of the prepnpal stage of bee development {mean + SD
per track). The stast and end of the same track type was compared
" (horizontally) by the Wilcoxon matched pair test. Comparisons

(vertically) between values for different track iypes were made with
the Mann-Whitney U-test. Values within columns followed by dif-
ferent letters are significantly different at the 5% level. FA, fecal
accurnulation

Track type Displacement in the laleral axis Displacement in the longitudinal axis
n  Track Comparisons Track Comparisons
Start End Start- Start- End- Start End Start- Start-  End-
funits per Ax] end start end {units per Ay} end start end
Wilcoxon Mann-Whitney Wilcoxon Mann-Whitney

Before FA formation 6 ‘80-1_-12.0 T 8274110 ns. a a 17419 05416 ns. ab a
Begip FA formation 11 684200 3054 80 <0001 a b 01114 05422 ns a a
Direct to FA | 8 30+ 78 2114 27 <005 b c 05420 01407 ns. a a
Rejoins FA from anterior 15 361134 295+ 80 <005 b b 4.543.2 14420 <005 b a
Before laying 9 514124 35164243 ns. ¢ d —64+55 —-05+38 <005 ¢ a

Fig. 3A-F. Tracks made by Varroa on the cell wall prior to defeca-
tion (B-E), and before oviposition (F) in artificial cells. Shaded zones
. represent Varroa's feces on the cell wall, x the start of each track
leading to defecation once Varroa regains the celi wail from the bee,
and the arrow indicates the longitudinal axis of the cell towards the
cell cap. A Difference between two points (@) on the track at which
tangent {f) is parallel to the longitudinal axis of the cell {arrow) is
ascribcd a Ax and a Ay value corresponding, respectively, to dis-
placement perpendicutar and paralilel to the long axis of the cell. B
When no feces are present on the newly spun cocoon the mite’

posterior part of the cell after Varroa has-climbed onto
the cel! wall anteriorly. The track types ¢ and d are made
when the FA is well formed and were therefore studied at
> 70 hpc.

The following analyses show characteristics of the
tracks which lead the mite to the chosen defecation site
(Table 1, Fig. 3). Before F A formation {Fig. 3B): within the
newly spun cocoon, the mite mostly climbs. (i.e, up-
turned) onto the cell wall from the anal zone and recross-

_es the lateral axis of the cell 8+ 4 times 1 28+ 135,
n = 12 tracks (80 units Ax~' at outset versus 83 units
Ax~* atend for n = 6 tracks, n.s.) without leaving section
IV (1.7 units Ay at outset versus 0.5 nnits Ay~ at end,
n.s). Suddenly, the mite stops at the cell apex to defecate
and then moves 0.5-1 mm away. Onset of FA formation

climbs onto the cell wall from the anal zone and regolarly recrosses
the cell before defecating at the cell apex. C In a cell where four feces
have already been deposited near one another the mite circles on
the previously deposited feces. D The mite normaliy regains the ceil
wall from the bee via the borders of section IV during the prepugpal
stage such that the fecal accumulation (FA) is encountered almost
immediately, and the mite pivots. E When Varroa regains the roof

* of the cell anterior to the FA it circles along one side of the cefi

before orienting 1o the FA, F Track leading from the FA to the first
oviposition site anterior in the cell

(Fig. 3C): In cells where a few feces have already been
deposited near one another in section IV, the number of
times Varroa recrosses the cell roof before defecation is
somewhat reduced {mean 5.4+ 2.3 crossings in 31 +83s,
n = 12 tracks, n.s. compared to previous type), for once
the mite encounters a previously deposited feces it turns
180° and successive IRLs grow shorter until the mite
pivots on the previously deposited feces to defecate (68 -
units Ax™' at outset versus 30.5 units Ax7! at end,
P <0001, n = 11 tracks). Such pivoting prior to defeca-
tion eventually leads to the construction of a compact
FA since all feces are depostted near one another
(Figs. 3C-D and 4). Tracks leading directly 1o the FA
{Fig. 3D}: During the prepupal stage the mite normally
regains the cell wall from the bee via the borders of sec-
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Table 2. Number and location of fecal accumulations (FA}) in natu-
ral and antificial cells infested by a single versus several Varroa
fernales. Sections refer 10 parts of the cell (Fig. 2) where single FAs

309

. were located: contingency test for randomness by Pearson ¢ This

test is not applicable when more than one-fifth of data sets have
sparse values (<5)

Type of cell Infestation Number of FA Sections Test for
level — - randomness
One > One Fisher 1 11 11 v
FA FA exact test
. ' uniinfested 88 13 5 5 10 68 y? = 49.4, df = 3, P<0.0001
Artificial drome L linfested 34 8 P>04 5 0 5 26 Testnot applicable
uniinfested 34 10 0 1 4 il Test not applicable -
Naturaldrone 1 iinfested 51 8 P>02 0 0 9 42y =42 df = 3, P<0.0001
o uniinfested 138 21 3 19 18 98 y? = 66.9, df = 3, P<00001
Artificial worker o infested 27 S P>07 1 2 24 Test not applicable
; o unijinfested 136 15 1 6 29 89 ¥ = 739, dl = 3, P<0.0001
Natoral worker multiinfested 11 4 P>008 Q i 10 Test.not applicable
Total 509 84 12 32 78 386

tion IV (81% of 312 observations in drone and 47% of 76
observations in worker cells) such that the FA is encoun-
tered aimost immediately. In this case the mite pivots on
the FA (30 units Ax™ at start and 2! units Ax~' at end,
P <005, n = 8 tracks). Rejoining the FA (Fig. 3E): When
Varroa regains the roof of the cell anterior to the FA the
return journey to the feces typically involves circling be-

havior (i.e, short IRLs, 36 units Ax™", n = 15 tracks) uni-
laterally along the roof with a net dlsplacement to section
IV (4.5 units Ay~ at outset versus 1.4 units Ay™" at end,
P <0.05) where. it pivots on the FA {29.5 anits Ax“',
P <0.05 by comparison with the start) before defecation.
For all tracks analyzed Varroa shows a significant ten-
dency to turn repetitively in the same direction once it
has started to turn. This tendency increases with feces
concentration (for all tracks types P<0.00], 17.8<
2 <95, df = 1).

Comparison between the different track types shows a
significant decrease in lateral displacement both at the
start and end of tracks as the feces is concentrated (Table
1); Varroa does not displace itself in the longitudinal axis
of the cell during FA formation. According to where a
particular mite habitnally climbs onto the cell wall to
defecate, the FA is sometimes placed in more anterior
sections of the cell, but here also without any longitudi-
nal displacement for cell apex location. With time, Varroa
shows a behavior typical of that normally performed on
the FA once it regains the cell wall, as shown by the short
lateral displacement (35.5 units Ax™") which are observed
immediately after it ¢climbs onto the cell wall anterior to
the FA. Even here, Varroa avoids depositing feces oatside
the FA towards which it eventually orients.

Only one FA was found in 509 of 620 artificial and
natural worker and drone cells, and the FAS are placed
preferentially in section IV in all types of cells (Fig. 2B,
Table 2). The preference for section I'V over other sections
is the same in natural and in artificial cells (P>0.8 in
worker cells; P> 0.2 in drone cells; two-tailed Fisher ex-
act test). In the hexagonal natural cells, feces are found at

one or both sides of the apex but we consider it as one FA
here for purposes of comparison. No FA was found in
only 4.3% of cells, whereas two FAs were found in 13.5%
of all cells observed (Tab]e 2).

From 44 to 48 hpc in worker cells’a pronounced FA
has been formed. From hére on Varroa spends more time
holding station on it (from 19%27% at 48 hpc to
79 +20% at 90 hpc) while regularly undertaking half-cir-
cle movements on the accumulation. These regular dis-
placements lead Varroa across the FA, bt the mite stops
at the opposite border holding its mounthparts outside the
FA. Subsequently all behavior of Varroa appears to be
with reference to the FA and progressively the mite
demonstrates the following behavioral routine: once
hungry, Varroa descends onto the bee and accesses the
feeding site. After feeding, the mite soon returns to the
cell wall where it stops on or near the FA, usually to
defecate. The duration of successive journeys between
these two sites grows shorter with time.

The position of the FA near the cell apex md1cates
that Varroa may be displaying negative geotaxis for defe-
cation. After 24 h in upturned cells, 87% of Varroa had
formed the FA on the cell wall, 43% of these at the usnal
site on the floor of the npturned cell in section IV, and
35% in section I over the head of the prepupa. Only 3.7%
of FAs were found on the prepopa. In unturned controls,
where 81 % constrncted an FA, 51% of these were at the
usual site in section TV and none behind the head of the
prepupa (P <0.001, x* = 17.8,df = 3, compared to test).

Oviposition

Although Varroa has access to all parts of the brood cell
at the prepupal stage it uses specific sites for egg laying.
Tracks leading to first oviposition at 70 hpe (Fig. 3F,
Table 1) involves heading away from the FA, recrossing
the cell (5.8+5 crossings; 51 nnits Ax™!, n = § tracks),
and fast displacement away from section IV (6.4 units


where.it
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Table 3. Oviposition and duration of development of successive Varroa descendants (means+ SD; h). Hpe, hours post-capping

Firsl descendant Second descendant

Third descendani Fourth descendant  Fifth descendant

Mean+SD n Mean+SD n Mean+ 5D n Mean+SD n Mean+SD n
Oviposition (hpc) 709+32 34 1017429 23 1303433 8 1612+8.5 5 1903477 6
Hours since 302411 21 203408 7 290+09 8 295+1.0 7
previous laying o
Egg' 200+14 28 274+1.5 8 2681420 6 254422 5 240+19 6
Mobile protonymph? 425457 16 229+1.7 8 2324139 7 187+2.1 7 19.3+39 9
Pharate protonymph? 200+ 1.1 9 170415 7 1694+1.7 6 172421 8 172419 é
Mobile deutonymph®  28.1+24 9 273430 7 277427 6 257+12 5 246417 3
Pharate deutonymph® _ 351424 9 480+22 7 471422 5 490 - 1 - - -

Data from single and multiinfested worker. and drene cells {pooled); ! from oviposition until onset of hatch, * from onset of moult or hatch

until immobilizatien, * from immobilization until onsel of mouit

adult females therefore have decreasing lengths of time
within the ceil for mating and maturation before emer-
gence of the bee (Figs. 1 and 5). Two eggs are laid during
the prepupal stage in drone cells, such that the first
protonymph is mobile at bee pupation.

Feeding pattern of Varroa mother

‘The feeding pattern of the mother varies greatly during -
the course of the reproduction cycle (Fig. 5). On the pre-
pupa she feeds often (1.1 £ 0.36 bouts h™', n = 13 individ-
uals) but for short periods (161 4 109 s per bout, n = 425)
and there is still no preference for a particular segment as
a feeding site. Although the Varreoa female often changes
location she always feeds on the abdominal pleural pads
(523 of 525 observations). On the conirary, during the
pupal stage she feeds less often (0.34+£0.04 bouts h',
n = 10 females) but longer than on the prepupa
{495+ 254 s per bout, n = 127; P<0.000], Student ¢-
test), and always at the same site {sec below). Despite
these differences the mean duration of feeding per unit
time is ‘exactly the same (173+46 and 173+ 515 h™,
n = 13 and 10 individuals for prepupal and pupal stages,
respectively; P < 1.0, Student ¢-test). These periods corre-
spond to oogeresis in Varroa, considered here to occur
during the prepupal and puopal stages from 36 until
180 hpc.-The 20 h following pupation when Varroa leeds
for prolonged periods were not included in these calcula-
tions since during this period the feeding bouts are very
long, decreasing exponentially to stabilise some 15 h later
" (Fig. 5). Between laying the last egg and imaginal ecdysis,
the mother feeds less often (0.12+0.04 boutsh™, n = 8
individuals) and for longer (693 +259 s per bout, n = 56)
but only for 84+ 18 s h™' (n = 8 individuals; P <0.001,
Student t-test).

Establishment and importance of the feeding site

During the “leg-pushing” period the female feeds for the
first time at 132+ 40 min (» = 153) after onset of pupa-

tion. By contrast with the short feeding bouts of
2742 min (n = 525) on the prepupa, the first feed by the
adult female on the pupa lasts 60+25min (n = 15}
(Fig. 5). In cases where Varroa sncceeds in prising the
third pair of basitarsi apart, 39 of 50 feeding sites were
established ventrally on abdominal segment 5 (Fig. 4).
Even when Varrea does not succeed in pushing the legs
apart, some (12 of 63) still reach the ventral zone of seg-
ment 5 to feed. In all other cases, Varroa preferentially
feeds laterally on one of the abdominal segments 6-8.
This single feeding site per pupa is used thereafter by
adults and progeny (including aduits of both sexes) in

single and multiinfested cells. This is true in 86% of cases

where the 5th segment was the choice (n = 36 cells for at
least 48 h of observation), but when another feeding site
was chosen only 50% used the same one throughout the
observation period (n = 30 cells). In the latter case, mites
either moved from a feeding site which had become
melanized or fed simultaneously from two sites. Appar-
ently an advantage stems from use of segment 5, since
feeding other than on this segment occasionally resuited
in bee hemorrhage and then drowning of Varroa progeny
was observed (n = 6 of 67 cells). -

Is the investment by the mother in establishing the
single feeding site critical to her descendants? When the
mother was experimentally retrieved from cells before her
first feed on the pupa, ali protonymphs (n = 93) were
recovered dead 4 days later in 33 cells with mothers re-
moved, whereas 57 of a total of 85 offspring at opening
developed normally in 26 control ceiis. Despite modifica-
tions of its chelicerae as spermadactyls, the male feeds
regularly thanks to the prepared feeding site (Fig. 5). In-
gestion of hemolymph by males was confirmed by the
fact that they continued to defecaie even several days
after molting. As Varroa oviposits in the anterior part of
the cell during the prepupal stage in both drone and
worker cells (Figs. 1 and 2) one individual hatches follow-
ing pupation in front of leg pair 1I which form a barrier
across the cell (Figs. 2E and 4). These protonymphs are
hyperactive until accessing sections 11 4-1V of the cell via
the only passage between tarsi 11 (33 succeeded out of 51
observed)! Those which remain forward of leg pair 11 die
after some 20 h for want of access to the feeding site.
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Fig. 5A-F. Incidence and duration of feeding bouts by all miles in
a singly infested artificial worker cell from 50 h post-capping (hpc)
until emergence of the bee. A Varroa mother {eeding pattern. The
open arrows indicate pupation (96 hpc) and imaginal ecdysis
{294 hpc) of 1he bee, and the five thin arrows indicate ovipositions.
B The feeding paitern of the single male descendant, and C-F feed-
ing pattern of the four successive fernale descendants. Horizontal
arrows tepresent immobile development stages (£, egg from ovipo-
sition unatil onset of the hatch; P and D, pharate proto- and
deulonymph from immobilization until onset of ecdysis). The fifth
descendant did not survive. Missing dala are indicated by A. All
feeding took place at a single feeding site on the pupa at the ventral
side of the 51h segment as in Fig. 4

- Competition at the feeding site
Concentration of the activity of all mites to two zones
within the cell, 1., at the FA and feeding site, results in
frequent interactions between them. On the FA mites ar¢
often pushed off but halt nearby before they return to it.
Such disturbance on the FA is probably not prejudicial

Fig. 6. Occupancy of the singie feeding site in the worker cell repre-
sented in Fig. 5, as a proportion of 2-h observation intervals

to the develapment of nymphs. In contrast, occupancy of
the singie feeding site (Fig. 6) is cyclic due to regular reap-
pearance of mobile instars in the cell, and negative conse-
quences could be expected here if competitive interac-
tions artse between individuals, To investigate this, we
followed two cells (one singly and one doubly infested)
during a 147-h period when high numbers of mobile
stages occur. To determine the fength of time mites show-
ing appetitive behavior had to “wait” because the single
feeding site was already occupied by another individual,
the time from encounter with the previously feeding mite
until the site was freed for the scarching mite was mea-
sured. The searching mite was occasionally obliged to
“wait” even longer due to opportunistic occupancy of the
site by yet another individual.

“Warting” individuals not only engage themselves in
active search for a feeding site but were often observed to
push the feeding mite and sometimes even tried to slip
under it. Others just stay immobile behind the feeding
mite or return to the FA. All instars were obliged to
“wait™ at least once at the feeding site even in singly
infested cells. Although frequency of waiting does not
differ statistically between instars, protenymphs must
wait significantly longer than alf other instars (Table 4).
This difference is because protonymphs have difficulty in
localizing the feeding site {Fig. 7), to the point of even
permitting an additional mite to occupy it first. Further-
more, we observed that adult mites regularly displaced a
feeding protonymph: 32 out of 73 protonymphs were ob-
served to desert the feeding site just after being pushed by
a newly arriving adult or deutonymph, The frequency of
interrupted meals decreases in bigger instars (in
deutonymphs, P<0.0001; males, P<0.05; and Varroa
mothers, P<0.0001, comparison with protonymphs,
Fisher exact tests). The duration of the interrupted feed-
ing bouts is shorter than uninterrupted ones for almost
all instars (but significant only for the deutonymphs).
These observations clearly indicate that competition aris-
es between individuals at the feeding site and that
protonymphs are most disadvantaged. ‘

Muluinfested cells

What happens when two or more females invade a cell
simultaneously? Do they form the same FA, show the
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Table 4. Interactions at the single feediog site for Varroa develop-
mental stages and adults. The Fisher exact test was employed to
make pairwise comparisons {(horizontal) of “waiting” and interrup-

313

used 1o compare differences in “wailing” duralions belween instars
(horizontal), and feeding bout durations of interrupled as against
uninterrupted feedings (vertical). Dilferent letters indicate signifi-
cance al 1he 5% level or lower

tion frequencies between instars. The Mann-Whitney U-test was

Protonymphs Deutonymphs - Adults
female male male daughter mother

Observed feeding bouts 73 98 1 21 29 32
Observed “waiting” for feeding stte 35 35 7 8 11 13
Fisher exact test a a a, a a a
Duration of “wait” [min.] 33426 10+7 13+10 16410 1348 9+8
Mann-Whitney U-tesl . a b b b b b
P values Jor comparison with protonymphs <0.0001 <0.01 <0.05 <0.001 <0.0001
Number of interrupted leedings 32 14 4 4 7 2
Fisher exact test : a cb ab bc abc c
Feeding duration: nninterrupted [sec ] 8361320 11204320 9144230 439+108 653 +342 5854304
Feeding duration: interrupted [sec ] 788 4422 873+314 798 +325 381 +121 670+ 345 2684216
Mann-Whitney U-test comparison
between interrupted & uninterrupted feeds n.s. P<0.02 n. s. n.s. n. s. n s
same oviposition site preferences and occupy the same 10000
feeding site? The proportion of all cells, ie, single and g
multiinfested, worker and drone, natural and artificial =
cells, where only a single FA is formed varies between 73 £ 1000 b
and 89%. Comparisons between single and multimfested 2 F
cells of all types do not show any significant difference E
(overall P >0.08, Fisher exact test, Table 2). For all types &
of single and multiinfested cells, the single FA is situated E 100F
preferentially in section I'V. Eggs laid during the prepupal £ -
stage are placed preferentially in the anterior part ofboth - < L
single and multinfested cells. However, these eggs are E 10}
deposited on average more anteriorly in multiinfested 1
cells than in singly infested ones (P<0.01; ¥ = 15.1, !
df = 3in artificial drone cells; test not applicable 1o other . ‘ L

cell types due to low n). During the pupal stage a single
feeding site was used in 27 of 43 single infested cells and
in 17 of 23 multiinfested cells (P >0.4, Fisher exact test).
The latter cells were infested by either two or threec fe-
males, but we have no information for cells with higher
rates of infestation. Despite the dense population of Var-
roa mothers and progeny tn certain cells, we never ob-
served cannibalism.

Varroa’s use of the structured living space

During the pupal stage the mite population in the cell
increases with haitching of successive protonymphs so
that at 240 hpe this leads to the presence of mother, adult
son and daughter, and at least one mobile nymph. Except
for a few hours at the beginning of the protonymphal
stage, the behavior of all mobile instars is clearly domi-
nated by a strong tendency to remain on the FA, with
individuals leaving it only to feed on the pupa. The mites
mostly follow the same path (62 of 106 observations) to
cover the distance between these two sites. With time, the
duration of successive return trips to and from the feed-
ing site made within a given developmental stage short-
ens, and this is conserved after molting (Fig. 7). Since
activity of the mobile instars is concentrated in the zones

Protosymph Deutorymph Aduit
Successive trips for each stage
Fig. 7. Duration of successive trips from the fecal accumulation on
1he cell wall to the feeding site on the bee (), and vice versa (+),
made by developmenial siages and adull Varroa. Trend lines were
calculated with the distance-weighted least-squares method
(Wilkinson 1990). Trip durations represent time from mobhilization
on the FA until onset of sucking at the feeding site, and from
removal of mouth parls from the bee to arrival on 1he fecal accumu-
lation. Only trips made when the feeding site was accessible were
retained, so values plotied correspond to the Irue search efliciency

where the FA and the feeding site occur, a high propor-
tion of deutonymphs move to the bottom of the cell be-
hind the pupa to moult, where there is less risk of being
disturbed by congeners. However, newly moulted ind:-
viduals return to the FA almost immediately. Remaining
on the FA evidently facilitates frequent rematings since.
first mating cccurs within 14 4 10 min of arrival of newly
moulted adult females on the FA (n = 10), and over 90%
of alt mating events observed (n = 143} occur on the FA.
Varroa males simply await female arrival at the FA, criss-
crossing it regularly from one side to the other but rarely
moving away from it except to feed. A male was never
seen to attempt to mate with nymphs, but sometimes
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began the mating sequence with his mother only to
quickly desist.

After imaginal ecdysis the adult bee is very active until
" emergence some 20 h later, so that normal activity of the
Varroa family within the cell is totally disrupted.

Discussion

These results demonstrate some remarkable adaptations
on the part of Varraa in parasitizing the developing bee
within the brood cells. This starts with hiding in the jelly
to avoid detection before capping of the cell {(Ifantidis
1988). Following this the mmite shows great ability in mak-
ing the appropriate movements on the spinning larva to
avoid being trapped. When the prepupal stage is reached,
the infesting Varroa establishes a fecal accumulation (FA)
at the apex of the cell near the preferred feeding site on
the pupa and within the closed-off end of the brood cell.
The mother and all mobile nymphs and young adults
rendezvous on the FA and matings between mature de-
scendants occur exclusively here. Since production of a
maximum number of fertilized daughters is at a premium
for Varrea jacobsoni as a parasite of honeybee brood cells,
the time limit set between capping of the cell and bee
emergence probably acted as a selective pressure for the
development of specialized adaptations.

Behaviors leading 1o establishment of the fecal
accumulation

Construction of the FA on the cell wall rather than on
the bee obviously preempts its disappearance at pupation
and its position on the cell roof is due to the fact that
Varroa shows negative geotaxis when defecating. This

. was demonstrated in the upturned prepupal cells where a -

third of mites sought out the only available free space to
defecate, i.e., on the roof of the cell behind the head of
prepupa. Only a few Varroa defecated on the bee, despite
the fact that it covered most of the roof. Other Varrea
females did defecate on the vacant floor of these upturned
cells, but mostly near the anal zone — the region for which
the mite shows greatest affinity during the early prepupal
stage. The combined effects of negative geotaxis, attrac-
tion to the anal zone and avoidance of the bee go some
way to explain why Varroa shows a preference for defe-
cating on the cell roof not far from the anus in natural
brood cells.

Varraa undertakes frequent criss-crossing of the cell be-
fore stopping at or near the apex to defecate on the un-
soiled wall of the cocoon. One must remember that in
natural cells the apex forms an angle and probably can be
more easily located. Varroa no longer undertakes cell
crossings to the same extent before defecating once a few
feces have been placed on the cocoon, but is arrested on
the previously deposited ones and pivots before defeca-
tion. Placement of the FA at one or both sides of the apex
angle, rather than placing of the feces into the angie,
would suggest that Varroa also pivots before defecation

in natural cells. Pivoting behavior is often seen in
arthropods following their perception of a chemostimu-
lant (Bell 1985; Rovner 1991; Royalty et al. 1993). Our
results snggest that the female learns to recover the FA
by circling once on the cell wall, but flexibility in the type
of arc described is shown when the FA is not immediately
encounntered. This behavior evidently permits Varroa to
systematically regain the FA, thus avoiding construction
of another.

Significance of the fecal accumulation

Due to the tenacity of Varrea in maintaining contact with
the FA during bee pupation, the mite finds itseif posterior
to the obstacle created by the bee’s leg pair 11 across the
cell after the pupation. The only passage to the anterior
1s between the tarsi of leg pair I1, but this is not sufficient-
ly wide to allow Varroa adults to pass. Use of the posteri-
or region of the cell by Varroe and concentration of its
feces at one site there could reduce any odorous emis-
sions, a factor which may be of significance in the context
of reducing detection by workers of the original Asian
host A. cerana. Phytoseiid predators are known to be
attracted by prey silk and associated feces of Tetranychi-
dae (Hislop and Prokopy 1981; Dong and Chant 1986),

_ and A. cerana workers frequently open infested brood

{Penget al. 1987a,b; Rath and Drescher 1990). It is worth
noting that the cap of A. cerana drone brood is perforat-
ed {(diameter = 0,3 mm) (Hénel and Ruttner 1985; Rath
1992), a factor which may facilitate detection of any mites
living in the anterior part of the cell. By confining the
family to'the rear end of the cell, and by concentrating its
feces in one place, Varraa has probably developed a tactic
of reducing detection, at least when. infestation densities
are low,

Varrga re-establishes the behavior routine shown on the
prepupa after establishing a feeding site on the pupa, ie.,
holding station on the FA interrupted by trips to the bee
to feed. Defecation followed immediately after feeding in
most cases. The FA eventually functions as a rendezvous
site for all the Varroa progeny in the cell, for very soon
after the first meals on the bee, each protonymph finds its
way to the FA. This serves to avoid baoth crowding of the
feeding site and soiling of the bee with feces. Nymphs
only leave the FA to feed and moult, so few Varroa stray
off to other areas of the cell. The distance to the feeding
site is minimal, and return trips from the FA to the feed-
ing site made by the successive development stages short-
en with time. Whether this is due to more efficient use of
a chemically marked path or memorizing of the way is
unclear. The net result is a reduced journey time. All this
suggests that the rendezvouz by Varroa’s mobile stages
on the FA serves as a great time and energy saver for the
parasite in its race 10 maximize the namber of fertilized
offspring before bee emergence. ‘

Since males do not survive outside brood cells, fertil-
tzation of the adult daughters within the cell is
paramount. However, low male survival in the brood celi
acts as a factor limiting population growth. The first of
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the two eggs laid during the prepupal stage in drone cells
1s male and this protonymph is active at bee pupation, A
proportion of these male protonymphs, and eggs in both
cell types does not survive the bee’s movements during
pupation. This partially explains why only 60% of males
were found to survive in singly infested cells (Fuchs and
Langenbach 1989%; Otten 1991). The probability of find-
ing a male in multiinfested cells increases (Fuchs and
Langenbach 1989; Donzé et al, in prep.). The male,
which matures {irst, passes an extended period on the FA
with his mother and attempts tc mate with her but with-
out success. Newly moulted adult danghters are fertilized
within a few minutes of arrival on the FA. Contrary to
what occurs in other mite species, where males seek out
pharate females (Potter and Wrensch 1976), Varroa males
simply await female arrival at the FA. Concentration of
all ferales at the same site, as against random encounters
between the sexes elsewhere in the brood celi, probably
serves to augment the proportion of fertilized females.
This can be suggested for two reasons. Newly moulted
adult females are more attractive than previously mated
ones as the male shows selective atiention to them onee
they arrive on the FA, and females already on the FA are
remated frequently (Donzé et al,, in prep.).

Once the last egg has been laid, the Varroa mother
feeds less, clearly indicating her lowered requirement for
.nutrients. She shows a progressive loss of interest in re-
turning to the FA, and in some brood celis shrinking of
the bee aliows the mcther 10 make her way to forward
sections of the cell before bee emergence.

Special oviposition adaptations

Varroa lays its eggs on the roof in anterior sections of the
cell at the prepupal stage, Evidently, laying eggs on the

cell wall and not on the bee preserves them from being -

entrapped in the exuvinm at bee pupation. Snbsequent
eggs are likewise laid on the roof of both worker and
drone cells in the posterior sections of the cell, but never
on the FA. Negative geotaxis wonld appear to influence
oviposition as almost all eggs are found at the cell apex.
During the prepupal stage, when eggs can be laid in ante-
rior sections of the cell, the mite exhibits directed move-
ments away from the FA along the cell roof until the
preferred zone for aviposition is reached. She then under-
takes numerous lateral crossings of the cell, just as prior
to first defecations on the cocoon, in what is obviously an
effort to locate the cell apex, for it is here that most eggs
are located in natural cells. The high number of crossings
observed in our round artificial cells before oviposition
could be interpreted to arise from the difficulty of localis-
ing the apex. However, one should remember that natu-
ral cells are rounded following spinning of the several
cocoons, in which case they no longer really differ from
our artificial cells. This could explain the ability of. the
mite to Jocalize thé apex of our round cells. Eggs are
deposited very meticnlously by the mother to insuore that
the protonymph can walk away at hatching; disturbed
eggs do not yield viable offspring.

One may ask what advantage accrues to Varroa from
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depositing its first eggs in forward sections of the cell,
zones virtually cut off after pupation from sections 111
and IV where the Varroa family matures. Firstly, it dis-
tances eggs from potential disturbance by female activity
on and around the FA, an activity which is heightened
after pupation when females engage in creating a living
space. Secondly, by being placed at the apex angle in
forward section of the cell the eggs escape the unpre-
dictable hind pushing movements of the pupal ap-
pendages, thus avoiding being pushed away with the exu-
vinm to the base of the cell.

The single feeding site

It is of significarice that Varroa never feeds ¢n the thorax
ot head of the prepupa, thus avoiding possible damage to
the develaping appendages. The mother restricts her
feeding to one site on the bee after pupation. This is
remnarkable m a number of respects. Firstly, the length of
time invested by the mother cn the feeding site suggests
that opening of the wound on the pupa requires a high
investment. The long period of some 60 min spent by the
female at this task is probably not related to any physio-
logical requirement of hers, since the meal is dispropor-
tionate to any undertaken befere or after. 1t is more likely
to be related to the incapacity of protonymphs to pierce
the host. Mites do not feed from abandoned and
melanized feeding sites. Since the female feeds regularly, a
single feeding site located in the vicinity of the FA is
mainiained. This will evidently reduce the time invested
in searching for a meal by all nymphal stages at one as
against a number of feeding sites, some of which may not
have been maintained.

Descendants who first reach adutthood are more ca-
pable of competing for the feeding site and consequently
are probably endowed with a higher chance of survival.
Another advantage of the fixed feeding site is that adult
males can also feed despite modificaticn of chelicerae as
spermadactyls. This repudiates the belief that male Var-
roa do not feed. Feeding permits male Varroa to survive
and produce sperm during the 5 days from imaginal ecd-
ysis of the male to bee emergence, the period over which
female progeny moult into adults.

Feeding on the pupa via the 5th segment, as occurs in
the case of another insect parasitic mite (Baker 1991),
appears to have a significance for Varroa. Varroa females
aiso show a strong preference for the lateral intertergites
IIT on the left side of the abdomen on adult bees (Delfi-
nado-Baker et al. 1992). When the parasite cannot access
the preferred site on the 5th segment of the pupa, it can
feed from a number of sites on the abdomen, but the
suitability of any single one of them is apparently shorter
in duratien. Furthermore, in such cells the risk of hemor-
rhaging of the bee is higher, and this'can lead to drown-
ing of the nymphs.

Behavior and space structuring -

One of the most pronounced features of the Varroa moth-
er'’s behavior is her ability 1o switch on appropriate be-
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haviors required for specific situations within the brood
cell. Although the brood cell can be viewed as a rather
constant environment, the bee’s development causes
some dramatic changes in the space available for Varroa
and, during specific events such as pupation, can render
the brood cell pretty inhospitable for the parasite. Al-
though certain behaviors of Varroa are strictly pro-
grammed, such as feeding and oviposition, the parasite
shows some plasticity with others. The Varroa mother,
for example, feeds regularly on the bee larva, prepupa
and pupa except immediately after pupation. Feeding
therefore appears to be directly linked to oogenesis,
which begins shortly afier capping of the cell (Akimov et
al. 1990; Steiner 1992,1993) and to be induced by a host
factor present only for a short period (Rosenkranz 1990;
Beetsma and Zonneveld 1992). Qogenesis progresses in-
dependently of whether the mite feeds on worker or
drone developmental stages, since oviposition follows the
same time pattern and regularity in both types of cells. In

contrast to this physiologically driven fixed type of be-

havior, Varroa demonstrates great plasticity in respond-
ing to the changes in the space available. The mite for
example makes no attempt to build an FA until the bee
has spun the cocoon and has siretched out as a prepupa.
This occurs some 12 h earlier in worker than in drone
cells. It is therefore the nature of the space available
which serves as the cue for the mite to construct the FA,
and not Varroa's physiological age. Once the FA has been
constructed, the mite becomes progressively rigid in its
behavior routine. In fact it only leaves the FA to feed on
the bee, faithfully returning to it after each feeding bout
to defecate. Holding station in this manner on the FA
serves i1s purpose during bee pupation, when the mite is
often jostled by the pushing movements of the bee's Jegs.
By holding ground on the FA, Varrea is sure of finding
itself in the posterior part of the cell after pupation, the
preferred zone for feeding and defecation.

The basitarsi of leg 111 frequently cover the region of
the npper cell wall near the FA following pupation. At
this point Varroa undertakes “leg-pushing” from its posi-
tion on the FA in order to dislodge the basitarsi laterally,
thus providing access to both the FA and the preferred
feeding site on pupal segment 5, and simultaneously en-
larges the living space available in the posterior of the
cell. This energy-demanding engagement by Varroa with
the legs of its hest will persist for over 90 min before its
first feed on the pupa, at a time when the parasite has not
fed for over 3 h. Varroa fails to dislodge either one or both
legs in some 40% of cells. In this case the parasite again
manifests some behavioral plasticity and establishes a
feeding site on one of the more accessible abdominal seg-
ments,

One of the consequences of the structured living space
for the Varroa female and her progeny is a simplification
of behavioral activity, which becomes rhythmic following
the physiological requirements of the mites. This limits
the consumption of energy by restricting activity of mo-
bile individuals to a small part of the cell and simulta-
neously facilitates mating.

Group behavior in Varroa

The evolution of the sociality in arthropods is thought to

have followed the subsocial (Wheeler 1926) and the
parasocial routes (Lin and Michener 1972). The subsocial
sequence is characterized by co-operation in the daugh-
ter generation which stays in the family nest. The evolu-
tion of subsociality follows a continuum in the develop-
ment of its complexity from simple oviposition, through
cgg watching, to direct feeding of the maturing descen-
dants (Eickwort 1981; Brandmayr 1992). The evolution
of sociality is thus aided by relatedness between cohabi-
tants (kin selection; Wilson 1975) and, in some cases of
haplodiploid species, by inclusive fitness (Hamilton
1964). In the parasocial scenario, on the contrary, several
adults of the same generation (related or not) form a
common nest and care for offspring (Michener 1974). Al-
though many arachnid species are known to present a
large variety of social behaviors which probably evolved
in the above mentioned ways (Buskirk 1981), only a few
examples of primitive sociality are known for the Acarina
(Treat 1958, 1975; Saitd 1983, 1986a,b). In these species
the structure of the group is subsocial since it is formed
by a fertile female, and young adult offspring remain in
the nest.

Maintenance of a single feeding site on the bee by the
Varroa female has consequences for survival of her off-
spring. This is shown by the incapacity of protonymphs
to survive on their own on the pupa after removing the
mother, or when confined to the anterior of the cell by the
bee’s legs after pupation. The feeding site has added ad-
vantages for adult males allowing them to feed all their

. life. Utilization of the FA as a rendezvous site has the

double function of facilitating the localization of the feed-
ing site nearby for offspring, and inhibits descendant dis-
persal. The latter has consequences for fertilization of
daunghters. Since the behavior of the mother no only
serves herself, but also her offspring, we conclude that
Varroa exercises parental care.

Since all individuals contribute to cell sanitation and
avoid crowding of the feeding site this represents an as-
pect of group behavior. Despite the competition between
individuals at the feeding site, the overall picture is one of
mutualistic (co-operative) behavior permitting the
highest number of descendants to survive, as against mo-
nopolization of the single feeding site by the biggest (old-
est) one. Thus, despite the cost of each trip to the feeding
site {ie., about 1000 s for protonymphs), the benefit is
represented by the accessibility of the maintained feeding
site once the individual gets there. Establishment of a
number of feeding sites would probably increase the risk
of host mortality.

In multiinfested cells, which occur frequently with Var-

‘roa (Moosbeckhofer 1988; Fuchs and Langenbach 1939;

Tewarson et al. 1992), construction of a single FA, and
use of the same FA by several mites of the same genera-
tion, are relevant to the definition of parasociality (Lin
and Michener 1972). One may therefore ask how facuita-
tive “parasocial” behavior arose or is indeed maintained,
considering how Varroa's communal habit within the
brood cells is so rudely disrupted by emergence of the
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bee. One must distinguish between innate and learned
responses 1n any discussion on the factors which may
contribute to this. Qutside the brood cell (in vitro), Varroa
is arrested on a flat surface. by chemostimuli extractable
from the feces and the bee’s cuticle (Donzé and Rickli,
unpublished). It is therefore plausible to suggest that Var-
roa also responds to chemostimuli under appropriate-
conditions within the brood cell i.e., to bee chemostimuli
when hungry and to feces-associated stimuli when it
wishes to defecate. Construction of the FA by the mother
might therefore result from a need to maximize
chemosensory input from feces at the preferred location
on the roof. Varroa protonymphs, incapable of feeding on
their own, emerge into an environment where a living
space, feeding site and FA have all been prepared. The
descendants are therefore preadapted from the outset for
the communal use of resources. In addition, maturing
individnals show a remarkable ability to learn the most
efficient use of this structured space, as exemplified by the
shorter duration of return trips to the feeding site from
the FA made by successive development stages. Experi-
ences in the early stages of life are known to profoundly
affect the life-long behavior of a whole range of species
including insects (Lewis and Tumlinson 1988; Hérard et
al. 1988; Vet and Groenewold 1990; Tumlinson et al.
1993). So the communal habit and tolerance described
here for Farreca mothers in multiinfested brood cells
could well result from experiences, such as waiting at the
feeding site and holding station on the FA, made with
other family members during their own maturation.
Other acarine species known to practice group behav-
ior all live in defined habitats and form structures similar

to Varroa (Treat 1958, 1975; Saito 1983, 1986a,b). We

must therefore ask if use of “cavities” by Acari (as repre-
sented by the host tympanic organ, web cells or brood
cell) has permitted or even required the development of
these structuring behaviors. On the one hand, these con-
cealed habitats protect the mites and provide a stable
environment near a food source, but on the other hand
they require the mites to avoid competition and fouling
of the habitat. Furthermore, some predisposing factors
may cantribute to the development of the habits particu-
far to Varroa. This includes the predictability of the envi-
ronment in which Varrea reproduces and the low genetic
variability of the species (Biasiolo 1992). The latter arises
from the poor dispersal of the parasite between honeybee
colonies (Sakofski et al. 1990), and from its peculiar mode
of reproduction where the haploid male fertilizes his
diploid sisters. However, we refrain from cataloguing
Varroa’s group behavior within any particular “sociality”
category as most of the behaviors observed within the
confines of the brood cell can be described as being either
innate responses of the species or as resulting from the
parental care afforded to progeny.

Consequences for Varroa as a parasite
Although dispersion of progeny within the hive is as-

sured due to the quantity and proximity of braod cells,
the original host exerts strong pressure on parasite popu-
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lation growth through grooming and elimination of in-
fested brood cells (Penget al. 1987a,b; Rath and Drescher
1990; Boecking and Drescher 1991; Biichler et al. 1992).
To combat this, the parasite is required to maintain a

- high rate of reproduction within the time and resource

limitations of the brood cell. Structuring of the space
within the cell helps in this by reducing the time spent by
nymphs in searching for a feeding site, and by maximiz-
ing energy conservation through minimal displacement
of all instars thanks to arrestment on the FA. However,
with an increase in the number of families within a given
brood cell, Varroa runs the tisk of overexploiting the
host; a dead host or one too weak to emerge imprisons
the parasite (Rath 1992). The limited 'number of drone
cells in hives of the original Asian host causes a high rate
of infestation, and suggests that multiinfestation is fre-
quent (Tewarson et al. 1992). Here Varroa's group habit
and resulting competition at the feeding site may con-
tribute to limiting offspring development. This may ex-
plain the reduction in the number of adult progeny per
female in multiinfested cells (Fuchs and Langenbach
1989 ; Moosbeckhofer et al. 1988). The trade-off for Var-
roa in multiinfested cells is the higher probability of find-
ing a male, and consequently gene mixing between sur-
viving progeny (Donze et al, in prep.). Furthermore, even
unmated brood-invading females may lay haploid eggs
and thus transfer some of their genes via their sons in
multiinfested brood cells.

Although reproduction in Varroa is tuned to drone
cell development, this does not prevent the parasite from
exploiting smaller worker cells either in 4. cerana or A.
mellifera. In the case of European honeybee, this exploita-
tion of workers cells i1s eventually maladaptive when
large numbers of workers emerge deformed (De Jong et
al. 1982; Koch and Ritter 1991), prone to infection (Glin-
ski and Jarosz 1992) and too weak to perform essential
tasks within the hive (Schneider and Drescher 1988), so
bee colonies decline.
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Time-activity budgets of the infesting female and of
the different life stages of offspring of Varroa
jacobsoni in the honeybee capped brood.

Introduction

In its feéding habits and compartmented use of the cell space {see previous c_;_hapter)
the behaviour of Varroa shows similarities to that of other acarine species having
some forms of presociality, i.e. all infra stages of sociality {Treat 1958,1975; Buskirk
1981; Saitd 1983, 1986; Radavsky 1985). Up to now, little has been established
about the behaviour of these species in their nests, and nothing about the
development of the behavioral patterns of the mites which lead to such complicated
life cycles. Since the transparent artificial brood cells permit the study of the whole
reproductive cycle, here an account of the behaviour of all developmentai and adult '
instaré of Varroa is presented. We have constructed time-activity budgets for the
infesting female and for the offspring during their development. The aim of this
chapter is to show how the infesting female adapts her behavioural activity during her
reproductive phase along with metamorphosis of the bee. Following on this, it is
possible to demonstrate how the behaviour of the offspring is modulated by the
structured space until it finally converges with that of the infesting female.

)
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Materials and methods

Behavioural observations

The cbservétfons réported here were made with thé help of a computer software

~ which analyses behaviourai events as a function of time ("Observer", Noldus 1991).
The focal sampling method was employed and aii behaviours described in the
repertoiré-(table 3.2.1) were recorded continuously during the observation time.
During cocoon spinning by' the bee larva and at the prepupal stage, Varroa
behaviours were directly observed and recorded simultaneously, whereas during the
pupal stage all observations were inade a posteriori from long duration time-lapse
video recordings (3 frames s-1). We report here only on cells where reproduction
and the development proceeded nomaily (ifantidis 1983; Rehm and Ritter 1989,
Donzé and Guerin 1984). The position of the mite in the celi, the surface on which it
was situated, i.e. the celi wall or the bee cuticie, and its behaviour were recorded
simultaneousiy. AII observations made during the pupal stage were on cells where
the Varroa family was located between the pupa's legpair Il and the feeding site
was situéted on the 5th segment. To avoid disturbance of normal behaviour, the
observation began 20 minutes after the cell was placed under the microscope.
Considering the importance of geotaxis, the cell was kept in its naturai position and
was oniy turned when this was necessary for a particular observation.

. Observation periods were chosen after a preiiminary stuciy of the whoie
reproduction cycle and were distributed non-randomly in time to get the best
description of the changes occuring during the whaie reproduction or development
process. For this, we made a series of observations shortiy after each morphological
change of the bee; less frequent observations were made during pericds with no
changes of the host. The behaviour of Varroa described during these latter
~ Observations is valid for longer timespans than the observations made after the
host's morpholegical changes. For example, as Varroa's behaviour changes
remarkably in the 10 hours following the bee's pupation, we chose three others
observation periods during this period, whereas during the next 170 hours of the
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pupal stage where Varroa’s behaviour evolves slowly, we only chose three
observation periods.

Observations penods on the infesting female

Observations on the invading Varroa were ordered in hours post-capping (hpc), (fig.
321). |

Spinning larva: The first observation period began just after Varroa came out of the
larval jelly (0-1 hpc), and the three other observations were made during cocoon
spinning by the larva at about 6, 12 and.24 hpc.

Prepupa: At the beginning of the prepupal stage, i.e. from 36 to 48 hpc, we chose
four observation periods. At this time the Varroa mother copes with the new type of
space available in the cell and she forms the faecal accumulation (FA).

All observations made during cocoon spinning by the larva and the prepupal stage
began randomly without consideration for the mite's behavidural rythm and lasted 60
minutes.

Pupa: Considering the major changes caused to the space available to Varroa by
bee pupation three observation periods were made after this event. The first began
as soon as the pupal appendages were completly extended (96 hpc). The second
(100 hpc) and the third (103 hpc) observations on the female mite on the young pupa
began at the end of her first and second feeding bouts, respectively. These three
observations excluded the feeding period and lasted ca. 60 minutes. The female was
next oberved at 160 hpc, i.e., during the period of oogenesis, then shortly after laying
of the last egg (200 hpc) and finally at 260 hpc. Because of the reduced activity of
the infesting Varroa female during the pupal stage, these last three observations
lasted 4 hours.

Observations on offspnng

Observations of the offspring were ordered in hours post-mobilization {fig. 3.2.2):

a) before the first feed after they had left the moulting or the hatching site (i.e.
mobilization) until onset of feeding; b) for three hours from the end of the first feed, c)
for four hours some 70 hours after mobilization, i.e., the typical stabilized behaviour
of the instar; d) dunng the search for the moulting site, starting from the end of the



Behavioural activity " Results | 51

»

last feed and lasting until immobilization at the moulting site. From onset of moult or

- hatch until immobilization at the moulting site the female protonymph and
deutonymph last 23 and 27 hours respectively (Donzé & Guerin, 1994). ) In
addition, protonymphs situated antenor to the leg pair 11 were observed for four hours
before they passed between leg pair IT to join the family in the posterior end of the
cell. '

We obsérved the young adult mites twice for four hours: the first observation
began as soon as the male or the female feft the moulfing site, and the second
observation of the young female began 20 hr after mobilization. The second -
observation period on adult males began when the first daughter arrived on the
faecal accumulation.

— Analysis

Behaviour time budget

For each observation, the "Observer" software calculated both the _tofal duration and
the frequency of each behaviour displayed either on the bee or the cell wall. By
dividing the time during which the mite exhibits a particular behaviour by the time
during which the mite was situated on the particular surface, i.e., bee or cell wall we
obtain a proportion for the behaviour which varies fram 0 to 1 (or from 0 to 100%).
For each observation period, the proportions obtained for each individual were
plotted with the Tukey box plots (Tukey 1977, Wilkinson 1990). The box show the
median, the 25th and the 75th percentiles while the bars show the minimum and the
maximum values except the outliers (#) and the far outlying (o) values. This
graphical representation which shows the behavior of all individuals was chosen
because it gives the truest picture of trends in the behavioural acfivity of the mites. -

- Pnncipal components analysis .
Each observation period for the infesting Varroa and the different life stages of
offspring can be caracterized by the proportion of time spent at each behaviour either
on the cell wall or 1on‘the bee. To avoid fragmentation of the behaviour, the method of
principal components analysis (Frey & Pimental 1978) was used. With this
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Table 3.2.1 Ethogram of the adult Varroa female.
Behaviours when immobile

“Resting”

Cleaning of pedi-
palps and legpair 1 :

Cleaning of leg-

pairslltolN

Feeding :

Displacement behaviours

Walking (searching) :

Repetitive sampling :

Pivoting :

Leg-pushing :

Other behaviours

Defecating :

Legpair 1 high :

Egg laying :

Varroa is immobile and performs no detectable behavioural
activity

One of the legs 1 is held between the pedipalps which
make up-down scissors movements. The pedipalps are rubbed
against the first leg only during the downwards movement.

- The legs II to IV of one side are rubbed against each other,

pairwise:

The head region is inclined and pushed against the cuticle of
the bee. The chelicerae are introduced in the host cuticle, while
the pedipalps remain outside on each side of the feeding
lesion. Contractions of the intestine are sometimes visible
through the body wall.

Varroa walks, while simultaneously sampllng the substrate
with its pedipalps and first legs. .

The succession of short back—forward movements of the whole
body without displacement. This results from alternate
stretching and flexions of legs. Simultaneously, Varroa touches

the substrate rhythmically with its pedipalps and legpair .-
Varroa pivots on itself.
Varroa abuts against an obstacle (usually against the legs of

the newly moulted pupa) and pushes so fervently that the
ambulacrums slide on the substrate.

After relocating the faecal accumulation, Varroa abruptly stops,

‘waggles its anus dorso-ventrally, deposits the feces and stops

some 0.5 mm away.

Varroa raises its stretched legpair I. The whole body also has
an upwards slant.

Behaviour leading to oviposition (Donzé 1981; chapter on
Reproductive phase)
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multivariate analysis we attempt to represent the whole process of behaviour
modulation. Here too we wish to follow trends in behaviour changes during the
course of the reproduction cycle and during Varroa development. To obtain
congruent values, the analysis was performed simultaneously for the infesting
females and the descendants, but the results are plotted separately for clarity.

Results

A short description of each behaviour category displayed by the Varroa females is
given in table 3.2.1. As the behavioural pattern of all instars on the bee as compared
to the cell wall differ considerably, we analysed the mites' activity on the two surfaces

separately.
Noocba 4 12 121310 8 B 111111 8 8 8 7 B 8
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| : . -
<_(I ‘ 0
;. _ a
- 05 . 05
LLI -
Z ° :
O 7 -
00! = :. » T T‘ ' . 'Jo.o
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Figure 3.2.1 Amount of time spent on the cell wall by the infesting Varroa female as a proportian of
the total duration of the observations. The observations are grouped in periods on the abscissa {(not
linear) as a function of hours post-capping (hpc). The number of observations per period is given
above the graph. The bee's development corresponds to a worker i.e., the prepupal stage begins at
some 33 hpc and the pupal stage at some 93 hpe. Varroa lays the first egg an average at 69 hpc and
the last one at 190 hpe (arrows).
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Time spent on the cell wall versus on the bee

Following departure from the larval jelly, the infesting mite was almost never
observed on the cell wall. Afterwards, however, the proportion of time the mother
spends on the cell wall increases progressively and reaches a median value of 0.94
at he end of the prepupal stage {90 hpc, fig. 3.2.1). The variance between
individuals is maximal at the beginning of the prepupal stage. The proportion of time-
spent on the cell wall remains high during the whole pupal stage.

All developmental stages and young adults showed a high preference for the cell
wall (figure 3.2.2) with the exception of the protonymph after the first feeding bout.
This is due to the tendency by all stages to rejoin the cell wall following each feeding
bout and to arrest on the FA. However, the protonymph acquires this tendency
progressively (see below). Soon after the last feed, the proto- and deutonymphs
search for the moulting site which is exclusively on the cell wall (medians= 0.95 and
0.97, respectively). Similarly,' protonymphs situated in the anterior part of the cell
were always observed on the cell wall (median=0.95). ‘ -

1'0f % . ﬁ ' = I =3 : 11.0
' = ? r

! . , 105

0.0t Q . :00

ON CELL
o
(4}

A02 1020 01 1028 0 20 O 20 HOURS
PROTONYMPH DEUTONYMPH DAUGHTER  MALE

Figure 3.2.2 Amount of time spent on the cell wall by all the mobile life stages of offspring as a
proportion of the total duration of the observation pericd. The observations are grouped in periods on
the abscissa (not linear) as a function of hours post-mobilization for each instar. A indicates the
protonymphs situated anterior to tarsi‘ll (n=8). The number of observations per period is given in the
table 3.2.3. The width of each box indicates the approximate duration of the observation (see text,
maximum is 4 hr) '
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Figure 3.2.3 Proportion of time spent by the Varroa mother at rest when observed on the celi wall.
See figure 3.2.1 for explanation.

Behaviour of the Varroa mother

On the cell wall, the mother was frequently inactive du'ring most of the observation
périods, whereas on the bee she shows a more varied behaviour (fig. 3.2.4). The first
persistent behavioural change of the infesting Varroa commences at ca. 40 hpc. On
the bee, her activity is increasingly focused on searching for the feeding site (0.05 at
0 hpc to 0.51 at 160 hpc) and feeding (from 0.007 at 40 hpc to 0.49 at 160 hpc) while
the time spent resting diminishes (ﬁd. 3.2.4). On the contrary, the mite uses the cell
wall increasingly for resting (fig. 3.2.3), cleaning itself and defecating. These
behavioural changes begin-with the formation of the FA and are reinfarced thereafter.
This moulding of the female behaviour is also illustrated by the length of time which
separates the end of a feed and the arrival on the FA: this duration of the trip |
shortens greatly to just some 20-30" at the pupal -stage (fig. 3.2.5). As a
consequence, the proportion of time the mother spends on the FA increases from 0.1
at 48 hpc to 0.9 at 80 and this lasts until at least 160 hpc (table 3.2.2). At the end of
the prepupal stage, the Varroa mother demonstrates a consistent behavioural rythm

\.
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VWhich is maintained until the end of oogenesis, except for the short period following
bee pupation. ‘ '

. The second durable modification of the mother's behaviour occurs following
deposition of the last'egg. After the last oviposition {200-260 hpc), the mother
sometimes stays immobile on the bee (fig 3.2.4), whereas on the cell wall she rests
far away from the FA (table 3.2.2). This is facilitated by the shrinking of the pupa so
that more space is formed between the basitarsi lll and the cell wall. She returns
regularly onto the FA to defecate where she arrests. But, at each encounter with
another individual the mother moves away from the FA towards the side of the cell.

The very strong reaction of the Varroa to bee pupation merits some details. Due to
a new behaviour category named "leg-pushing"” (table 3.2.1) the amount of time
spent in “"displacement” on the cell wall increases suddenly from 0.015 at 90 hpc to
0.98 at the end of pupation (96 hpc, fig. 3.2.3, 3.2.4). Prior to the first and the

Table 3.2.2 Time spent by the Varroa mather on three different zones of the cell wall. The
proportion of time for each position is calculated as a function of the total time spent on the cell wall
median (minimum - maximum) values; n=number of individuals observed. The three sites are : On FA
which represents the faecal accumulation and its environs; Basitarsus III are the zones of cell wall
situated above the two basitarsi III of the pupa; and Outside basitarsi Il are the lateral zones on the
cell wall above the abdomen of the pupa but outside of the basitarsi III. See also figure 3.2.6b

On FA Basitarsi HI Qutside basitarsi I
+90° on the side

Hours post-| n  Median Min-Max Median Min-Max  Median Min-Max
capping

48 11 01 - (0-0.8)

70 11 07 (0.3-1)

90 11 09 (0-1) .

160 7 0.9 (0.8-1) 0 (0-0.1) 0 (0-0)
200 8 05 (0-1) 0,1 (0-0.8) 0 (0-0.4)

260 6 0,2 (0.1-0.3) 0,4 (01-0.8) 0,2 {0-0.8)
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second feeding bouts on the young pupa, leg-pushing behaviour fepresents a mean
of 70+14 % (n=8) of the total displacement on both substrates. Leg-pushing
behaviour leads in some cells to the displacement of one or both legs lli (fig. 3.2.6)
(see previous chapter for frequencies). The frequency and the duration of the leg-
pushing bouts varies as follows: before the first feed, it occurs 37+18 times hrt for
71+38 sec bout"', while after the first feed it occurs only 515 times hr-1 for 179+118
sec bout-1 (n=8 individuals). It disappears, independent of whether the position of
the bee's appendages is modified or not.

Protonymphs

After hatching, the protonymphs stay at the oviposition site for several hours. Once
mobile, all protonymphs (i.e. located either in the posterior or in the anterior part of
the cell) are highly active on either substrate (in all cases median >= 0.97; fig. 3.2.7).
Out of 9 protonymphs observed in the'posterior part of the cell, only two stopped
once; all the others moved permanently until onset of the first feed. Protonymphs are
not at first arrested by the FA. Despite the long duration of the searching activity for
the feeding site (54443 min., n=9), protonymphs are rarely observed in zones far
from the FA and the feeding site (table 3.2. 3) When they approach the feeding site
1hey do not always suceed in locating it at once but show an mtense locsl search
actlvaty We could not detect any methodical searching behaviour on the part of the
protonymphs situated in the anterior part of the cell. They are very active until they
join the family or until death some 20 hr after mobilization in the case where they do
not succeed in locating the passage between basitarsi ll. Once they pass posteriorly
between the tarsi ll, their level of search activity remains high until they feed for the
first time.

Atter the first feed, 18 out of 19 protonymphs stayed immobile on the pupa (fig.
3.2.2) near the feeding site. Here, the protonymph prevents other mites from
accessing the feeding site, and in 13 out of 29 cases they were consequently
disturbed. After having been touched once or several times by another mite, all
disturbed protonymphs moved away, and 8 out of 13 climbed onto the cell wall where
they subsequently arrested on the FA. The number of protonymphs staying
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«90°

back

Figure 3.2.6 Defined positions on the cell wall and on the bee during the pupal stage. Shaded zone
indicates the location of the fecal accumulation (FA) formed at the prepupal stage and the wavy zone
represents its extension made by the Varroa family during the pupal stage. Astensks indicate
preferred feeding sites according 10 the Varroa family location. The Varroa family is normally situated
between or outside the legs III which may be in any of the three different positions shown in this figure
(see the chapter on the Reproductive phase for frequencies): a) legs III unmaneuvered by Varroa are
united over the centre of abdomen. b) one or both legs I1] separated and moved to the sides of the
pupal abdomen. ¢) One leg II1 is pushed forwards so that more space is available on one side of the
pupal abdomen. cb, cell base; b1 and bII, basitarsi of the legs I and III; 90°, 90° on the side of the
cell; wp, wing pads; back, back of the pupa or of the cell wall; IV-cb, border of the' bee excrement, the
junction-zone between section IV and the base of the cell.

spontaneously on the bee, decreases to 10 out of 19 after the second, and to 1 out of
19 &fter the third and fourth feeding bouts. Thereafter, all protonymphs return
immediately to the FA after each feeding bout. After the first feeding bout, the
protonymphs stay immobile near the feeding site for a significantly shorter duration
when disturbed (42126 min., n= 12) than when undisturbed (78+35 min, n=16; p<
0.01, Mann-Whitney U-test). Surprisingly, the protonymphs which stay on the bee do
not find the feeding site quicker than those who visit there from the FA (p>0.5 Mann-
Whitney U-test, n=5 and 6, medians=870 and 985 respectivé!y)-. Al were observed
searching on both substrates.
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Figure 3.2.7 Time spent by the offspring in displacement as a function of the time observed on the
cell wall. See figure 3.2.2 for more explanations.

Ten hours after mobilization the protonymphs exhibit a different activity according
to the substrates on which they are situated. They displace themselves and feed for
30% and 68% of the time on the bee (medians). Thus, as observed for the mother,
the protonymphs go onto the bee exclusively for feeding. On the other hand they rest
. for some 83% of the time on the cell wall. '

Deutonymphs

The deutonymphs show less variation in their behaviour than the protonymphs. Once
mobile,.8 of 10 deutonymphs quickly rejoined the FA where they arrested for 18417
min (n=10) before they began searching for the feeding site. In the period prior to the
first feed, the deutonymphs walk 100% of the observation time on the bee whereas
they walk only during 48 % of the time spent on the cell wall (median valrues). The set
of behaviour acquired during the protonymph stage, i.e., to return to the FA just after
feeding, is conserved. After the first feed 8 out of 10, after the second all 10 and after
the third feed 9 out of 10 deutonymphs returned immediately to the FA where their
displacement activity was low (median=0.1, n=10) (fig. 3.2.7). The deutonymphs were
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strongly arrested on the FA during most of the life-stage (medians from 0.79 to 0.87),
except during their search for a moulting site.

Female and male adulf descendants

Just after mobilizing, the young adults rejoined the FA where they arrested. During
the first four hours, they spent 75% of the time on or near the FA (medians; n=8
males and 6 females). In this zone, the behaviour of the adult descendants is
characterisedr by a regular crossing of the FA (table 3.2.3). The first feeding bout
accurs in the male only 4.3+2.7 hr after mobilization. The males are more susceptible
to stay immobile on the bee than the daughters. A description of the mating
behaviour is giveh in the chapter on Repraductive success.

- Other types of behawour (table 3.2.1)

All instars were observed defecating on the FA but neither protonymphs naor
deutanymphs nor males pivot ar waggle their anus dorso-ventratly before feces
deposition. These two types of behaviours were observed only in daughters and
infesting mites. '

Just after its liberation from the larval jelly, the infesting mite spent 30% of the time
cleaning itself and six hours later this proportion had dropped to 10 % (medians).
The cleaning behaviours are difficult to observe in proto- and deutonymphs, while the
youhg females regularly show the two- cleaning behaviours, mostly when they were
situated on the FA. Prior to copulation, the male often cleans his chelicerae and
pedipalps.

Moulting sites

After the last feed, the nymphs arrest on the FA and then begin a search activity
which takes place exclusively on the cell wall (medians= 0.96 and 0.97 far proto- and
deuton’yrhphs). Some mites travel along the FA borders (fig. 3.2.8) while other
individuals crisscross between the FA and the future moulting site (e.g. between the .
FA and the wing pads). This search activity occurs in bouts with stops {means+SD =
6.9+3 and9.6+3.6 bouts hr-1 for proto- and deutonymphs as



0'0F0'0 Z'0FL'0 7'0¥S'0 L'0FC'0- G'0¥6'L 9 . ody 092

ZO0¥LD €'0¥¢'0 0'0%L0 L'0F0°0 0'LF9'L 8 ady 0oz

6'0¥€0 9'0F'0 0'0¥0'0 0'0¥0'0 6072 L 2dy 091

a|eway Bunsaju;

‘ V4 U0 ajeway

S'0FF'0 8'T¥S'T 8'0¥€'0 ¥'0%G°0 9'CFL'L 8 GZF Gunof jo jeale teyy

€'0¥¢0 €'LF0'L L'OFLO ?'0¥G'0 9'L¥¥'S 8 0 uoljezijigow Jayy

afew Bunoa

‘0720 P0FL'0 0'0¥0'0 8'0%¥6'0 6'0F0'C 9 074 uohezi|iqow Jaye Jy 02

Z'0Fe'0 G'0¥.2'0 0'0¥0°0 Z'0FL'0 L'OFP'y 9 0] uonjezijiqow Jayy

-9Jewsd} Buno)

6'LF0} S'¥FS'S €0¥1'0 6'GFL'6 01L¥8'GL 6 9¢ Bunnow asojeg

1'0F0°0 Z'0FLO 0'0¥0'0 v'0¥2'0 0'L¥eT 0l ol ucnezijigow Jaye 4y Q1L

L'OFLO P'o¥e0 0'0%70°0 2'0¥Z'0 9'0¥0'2 ot L po9) is| Jely

9'LF0'}L L'VFLL 0'0¥0'0 0'0F0'0 ECFEY oL 0 Buipaay aiojeg

. ydwiuoinag

8'L¥6'0 0'c¥6'9 0'0¥0'0 L'PFS'9 P'8FG'El 8 0c Bunnow aiojeg

0'0¥0'0 PO L'0FL'0 '0FC'0 L'OFL'L 6 ol uonezijiqow Jaye 44 Q|

L'OFLO 2'0¥20 0'0¥0'0 Z'0¥eo £'0¥9°0 6 < pes} is| Jely
v'0co 0'v¥L'T 0'0¥0'0 0'z¥8'0 €1¥eT 6 0 Buipasy aiojeg |,

ydwAuojoigd

(Al uonoes)  sepis |80
(|92 JO %oBq SlusWeIIXs. 8L} uo 06F sped V4 uQ sienplalput  wdy SIBJSU| BOLEA
pue eseg s,99Q Il isleyseq Buim . u
yum Japiog  epIsinQ Buoly

‘abejs jejuawdo@Aap 8y} J0 UOHEZIGOW-150d SINOH = WdH "|192 ey} JO BUILOZ JO) ¢ ¢ § 8JNDl) 89S  PaAlasqo Jenpiaipul
BQ as¥ Jnoy Jad uea ‘sabeis-ayl |18 Aq a6eis jednd s,00q ay) Bupnp 1190 ay Jo sped Jualayip 01 SISIA Jo Aouanbaid £'2°¢ a|ge |




Behavioural activity

Results

63

Table 3.2.4 Positions of the eggs and pharate instars on the cell wall. Cells with pupa as shown in
the figure 3.2.6. The celis are grouped according to the position of the Varroa family during the pupal

stage. The values indicate the percentage of individuals for each instar.

Female

Back of  Cell Side of Section Along
" Instars n abdomen base abdomen v wing
% % % % pads
. ‘ %
Varroa family  Egg 27 111 185 1438 44.5 a
situated Protonymph 22 36.4 27.3 18.2 0 4.5
outside of Deutonymph '
leg pair Il Male 39 85.7 9.5 0 0 0
Deutonymph
Female 21 71.8 51 10.3 0 10.3
Varroa family  Egg 53 1.9 9.4 24.5 47.2 15.1
situated Protonymph 64 156 6.2 17.2 12.5 328
between Deutonymph
leg pair 1l Male 68 625 3 6.2 3 12.5
Deutonymph
32 42 5.8 14.5 43 246

against 2.3+ 0.8 and 411 bouts hr‘1, respectively, during the previous abservation
period, mean+SD) and by a higher occurence of visits to different parts of the cell
(table 3.2.3). Eventually the nymph definitively leaves the rendezvous site for the
moulting site which is always on the cell wall and removed from FA (table 3.2.4).
During this latter trip segment the nymph moves imperceptibly as far as possible in

direction of the moulting site

The deutonymphs moult a greater distance from the FA than the protonymphs do

and 2 higher proportion reaches the wali at the bottom of the cell behind the
abdomen of the pupa (fig. 3.2.6; table 3.2.4).
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Principal component analysis -

The data for all behavior types (considered separately for both substrates) plus the
total time spent on the cell wall, on the bee and on the FA were analysed
simultaneously for infesting females and offspring. The results of the principal
component analysis are presented for the most important variables in table 3.2.5.
The first principal component accounts for 38 % of the total variance and the
dominant variables are "on cell wall" (weighted -0.31) and "on bee" (+0.31) (figures
3.2.9 and 3.2.10). The second principal component absorbs 31 % of the total
variance and the dominant factors are "resting on the cell" (-0.27) and
"displacements” (+0.29 on bee and +0.28 on cell wall).

The behaviour of the infesting female evolves progress'ively along the first
principal component (from bee to cell wall). After the last oviposition (260 hpc) more
time is spent on the bee. The females are predominantly immobile except during the
period following bee pupation (96-103 hpc) (fig. 3.2.9). The behavioural activity of
offspring show two main clusterings : firstly when mites search for the feeding or
moulting siies, and secondly when they arrest on the FA and feed on the bee. All life
stages use the cell wall preferentially except the protonymphs after the first feed (fig.
3.2.10).

Figure 3.2.8 Track made by a
protonymph on the cell wall prior to
immobilization on the moulting site.
Track starts from the faecs!
accumulation and ends (asterisk) at
the border of the bee excrement.
Shaded zone represents the feces of
mites on the cell wall. Stops by the
protonymph are not indicated.
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Figure 3.2.9 First two principal components of the time-activity budgets of the infesting Varroa from
cell capping {0 hours post-capping, hpc) until late bee pupal stage (260 hpc). For clarity, some.
observation periods are grouped in one cluster while two are omitted (70, 200 hpc). Stars indicate the
position of principal behaviours and substrates (see table 3.2.5 for coordinates).
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Figure 3.2.10 First two principal components of the time-activity budgets of devetopmental stages
of Varroa offspring. P and D signify the proto- and deutonymphs, and the numbers indicate the
observation periods in hours post-mobilization for each instar. PA = protenymphs situated artteriorty to
legs Il of the bee pupa. For clarity, some observation periods are grouped in one cluster. Stars
indicate the position of principal behaviours and substrates (table 3.2.5 for coordinates).
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Discussion

Nymph behaviour

The behaviour of nymphs evolves quickly to a defined pattern characterised by two
components, according to the substrate used by the mite. After feeding, the mites
return to the cell wall wheré they arrest on the FA. On the bee, however, feeding and
searching behaviours represent the main occupations. The fixed pattern is reached
after the third or fourth feed by protonymphs and after the first feed by deutonymphs.
Once acquired, this behavioural pattern is exhibited during the reét of the instar
except after the last feed when the mite searches for the moulting site. Therefore, the
beginning and end of the nymphal stages can be considered as periods of transition
towards the next stable phases: (i) the phase of nutrition and growth and (ii) the
pharate and ecdysis phase. The results show that arrestment on the FA is inhibited
only by the need to feed, as is clearly shown by the very high activity of protonymphs
prior to their first feed. This data is congruent with observations on insects where
food intake alters chemoreceptor sensitivity and thus influences behaviour (reviewed
by Blaney et al. 1986). ‘

The protonymphs do not seek out the cell wall after the first feed. Several reasons
for this behaviour can be proposed. Due to the long search activity to find the feeding
site, followed by the feeding activity, the mite is probably exhausted. Moreover,
because of its increased weigth, the protonymph is more likely to fall from the cell
wall, where one must remember, it walks upturned. Another hypothesis could be that
by resting on the bee the protonymph may localise the feeding site more quickly for
the next feed, but our results do not support this. By resting near the feeding site the
protonymph prevents other mites from approaching it, and so enters into conflict with
cohabitants. The disturbance by other individuals eventually causes the protonymph
to leave the bee for the cell wall where it encounters the FA to which they become
receptive.

Arrestment on the FA is inhibited on two occasions. First, when the nymphs search
for the moulting site and second, when the mother searches for an oviposition site
during the pupal stage when little space is available to her. On these two occasions
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the mites cross the FA or travel alohg its borders before leaving it. All tracks lead to a
site removed from the FA. This behaviour prevents placement of eggs or pharate
nymphs where the activity of the family is concentrated and therefore, the high
incidence of deutenymphs moulting at the back of the cell serves to reducea their
mortality following disturbance.

Table 3.2.5 Eigenvectors of the principal components, eigenvalues, percentage of variance and
cumulative percentage of variance. Only the most important positions and behaviours are indicated.

Principal components

Variables 1 2 3 4 5
Positions | ' ' '

On cell -0.31 0.02 -0.09 -0.04 0.07
On bee 0.31 -0.02 0.09 004  -0.07
On FA -0.24 -0.15 0.23 012 004
Behaviours \ _

Resting on cell 013 - 027 -013 . -0.02 -0.06
Resting on bee 0.26 -0.10 -0.03 -0.14 -0.03

Displacementoncell -0.02 = 028 0.1 0.03 0.07
Displacementon bee -0.14 0.29 -0.04 -0.00 0.14

Feeding on bee 0.12 -0.15 0.10 016 003
Eigenvalue . 04 0.3 01 01 0.04
% variance . 0.39 0.31 Q.12 0.07 0.04

% cumulative variance 0:39 0.70 0.82 0.88 0.93

Behaviour of the infesting fernale .

The behaviour of the infesting female just after its liberation from the larval jelly
shows two interesting aspects. What is at first clear is that the mite never tries to
enter the narrow space between the bee larva and the cell wall, slthough this
behaviour permitted the female mite to invade the brood cell only a few hours earlier.
On the contrary, the parasite moves away to avoid being crushed by the bee larva
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which undertakes somersaults after capping of the cell. Secondly, the Varroa females
were observed exclusively on thé bee larva for the first 6 hpc. This behaviour is
coherent with the attractivity of the larva for the mite (Kraus & al. 1986, Le Conte &
al. 1989; Rosenkranz 1990; Rickli & al. 1992, 1994) but does not explain why the
mite never join the rest of larval jelly in the cell base.

At the beginning of the prepupal stage Varroa's activity is concentrated in the
posterior part of the cell where the F{\ is formed. During this time the composition of
Varroa's feces changes. Arrestment on the FA increases, and simultaneously, the
Varroa mother shows a twofold activity: searching for the feeding site on the bee, and
resting and cleaning itself on the FA. The stability of the behaviour induced by the FA
is obvious since despite the abrupt changes of Varroa's behaviour induced by
pupation it is only tempora'rly distracted from arresting on the FA. The Varroa
mother's activity is elevated on the young pupa and she moves everywhere in the
available space. As she has not fed for a relatively long time she probably lacks the
force for long leg-pushing bouts. After the first feed the available space left by the
bee is defined and the motivation to engage in leg pushing is increased, as
manifested by the longer duration of leg-pushing bouts.

After the last oviposition ‘act the behaviour of the female shows some changes. For
instance, she sometimes stays immobile on the pupa. Although this represents only a
very small proportion of the total time observed, we must relate these events with
what happens in some drone cells at the end of the bee's development (~320 hpc)
where the mother has moved to the anterior part of the cell and deposited her feces
at random on the cell wall or even sometimes on the bee.

Two hypothesis may be proposed to interpret the two long lasting trends 'which
occur in the behaviour of the infesting female dunng the reproduction cycle. The first
is related to the endogencus regulation of behaviour. After cell capping, cogenesis
quickly sets in and Varroa increasingly uses t'he cell wall where it lays its eggs. After
the last oviposition act, the cell wall may lose its attractivity for the mite which
prepares itself for the next phase, i.e., parasitizing adult bees. In Varroa we do not
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know either the cues which trigger cogenesis nor the ones that end it. However, it is
know that behaviour can induce ovarian development in arthropods (Scott and
Traniello 1987) and that the feeding status or oogenesis can influence the behaviour
of mosquitoes (see Blaney et al. 1986; Klowden 1990).

The se'cond hypothesis is that the behaviour of the mites is influenced by
chemostimuli (exterioceptive influences). We know that Varroa reacts to olfactory
(aliphatic esters, palmitic acid) a_nd to contact (hydrocarbons) chemostimuli from
larvae (Le Conte 1989; 'Riclkli & al. 1992; Rickli & al. 1994). Some of these
chemostimuli reach a maximum at cell capping and diminish in quantity by the
spinning larval stage (Trouiller & al. 1992). At the same time, the larva sbins its
cocoon on the cell wall, deposits secretions other than the cocoon webing (Jay 1964)
and defecates at the cell base at some 10-15 hpc. Recent studies have clearly
shown that cocoon extracts arrest the mites (unpublished data). Therefore, the

_decrease in time spent on the bee by Varroa during cocoon spinning could reflect a
loss of larval attractivity and an increase of cell wall attractivity. This is reinforced
during'the prepupal stage when Varroa aggregate its faeces on the cell wall. Varroa
is higﬁly sensitive to mixtures of alkanes in vitro (Rickli & al. 1994) and the
hydrocarbon pattern is modified during the bee’s life (Nation & al. 1992; Rickli- 1984).
This could explain the behaviour described here at the end of bee development as
well as the preference of Varroa for adult bees of middle age (Kraus & al. 1986;
Kraus 1993; Steiner 1993). Such changés have also been described for wésps where
the cuticular hydrocarbon pattem of newly-em'erged adults is similar to that of the
mature larvae‘(Brown et al. 1991). These changes do not occur in Diptera (Armoid
and Regnier 1975), but the exact hydrocarbon pattern has not been described for.
different bee developmentali stages.

Behavioural oohvergence |

The most important aspect of the activity pattern of all Varroa instars is the
differential use of the space within the cell. We can compare the behaviour of Varroa
when returning to the FA after feeding with other arthropods returning to their nest
(sensu lato) (philopatry) (Michener 1974; Buskirk 1981; Saito 1986). Thus, the
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relatively short time needed by the protonymphs to establish their behavioural pattérn
within the cell is facilitated by the manner in which it has been compartementalized
by the infesting female. This is confirmed by the behaviour of the mother which itself
only stabilizes after the FA has been formed. Even here the behavioral activity of the
Varroa female is disturbed only temporarily after bee pupation.

The principal component analysis shows that the time activity budget of the

- infesting female shifts principally from the bee as substrate to the cell wall (principal
component |), while the time activity budgets of all developmental stages changes
from displacement to restihg (principal component Il). This indicates the fundamental
contribution of the FA to establishing a behavioural pattern by the mites.
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Abstract. 1. The reproductive biology of Varroa jacobsoni, whose females infest
honeybee brood, was studied in natural and transparent artificial brood cells. These
investigations were made under the headings of maturation behaviour and
feniliiation, and the influence of infestation rate of brood cells on the number of
mated females produced per infesting Varroa. "

2. Mating of Varroa daughters, observed in the transparent brood cells with time-
lapse video, occurs just after ecdysis as soon as they arrive on the faecal
. accumulation prepared by the mother. Such females are remated for as long as no.
other freshly molted daughter arrives on the faecal accumulation.

3. The number of spermatozoa stocked in the spermatheca increases with
remating, a strong indication for sperm rﬁixing in this species when brood cells
contain more than one Varroa foundress.

4. The number of daughters per infesting mother decreases at higher rates of
infestation per cell, but the proportion of such daughters with a mate rises sharply
due to the higher probability of finding a male within multiinfested cells. The number
of mated daughters par mother is maximal in cells with two foundress Varroa
females. ‘
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5. The frequency distributions of infesting mites are not random in drone cells, but
are aggregated, and approximate to negative binomial distributions.

6. We postulate from the above that the observed non random infestation by
Varroa in drone brood augments the mite's mean reproductive success through the
production of a higher number of mated daughters than the corresponding Poisson
distributions would.

Key words. Varroa, Acari, parasite, mating, reproductive success, infestation rate,
Apis
Page headline Varroa reproductive success

Introduction

Varroa jacobsoni Oud. (Acari: Mesostigmata) is one of several mite species originally
infesting the Asian honeybee Apis cerana. Since its transfer on the European bee,
Apis meliifera, over 50 years ago, Varroa has caused severe damage to its new host
populations, and has by now reached an almost world-wide distribution. Varroa
females may reproduée several times in Apis mellifera capped brood (Sbhulz 1984;
Rosenkranz, 1993), and between reproduction cycles parasitizé adult bees. Within
the brood cell Varroa maintains a strictly programmed clutch size and a precise sex
ratio independent of the number of foundresses. Oviposition starts at 60-70 hours
post-capping with a male egg (haploid), followed by 4 - § female diploid eggs laid at
regular 30 hr intervals {Ifantidis, 1983, 1991; Ifantidis & Rosenkranz, 1988; Rehm &
Ritter, 1989; Martin 1994, Donzé & Guerin, 1994). Thanks to this, the Varroa male
matures first and the oldest daughter moults to adulthood some 20 hours later. No
reproduction occurs outside brood cells since males do not survive on adult bees, so
the duration of each reproductive cycle is limited by the duration of bee developme'nt,
i.e., between capping of the cell and bee emergence. This lasts longer in drone than
in worker cells and more offspring will conseguently mature in drone brood. Bees
remove almost all mites invading worker brood on the original Asian host (Rath &
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Drescher, 1990; Tewarson et al., 1992; Roéenkranz etal., 1993) $0 reproduction
occurs exclusively in the less cared for drone brood which is seasonal (Rath, 1992,
Boecking & Ritter, 1994). So the mite’s population oscilliates (showing a saw-tooth
like pattern) between beginning and end of the drone brood season {Fries et al.,
1994). On A. mellifera, the mites invade both worker and drone brood despite the fact
that the latter is still more attractive for Varroa (Le Conte et al., 1989; Fuchs, 1990)
and the Varroa population grows unchecked until the decline of the colony.

Protandry in Varroa permits the fertilization of a maximum number of daughters
within the limited time span of the capped brood. For this, however, the newly
emerged adult daughters must encounter a male. Due to developmental mortality
adult males are scarce, occuring in only 60% of single infested cells, (Fuchs &
Langenbach, 1989, Otten, 1991). Our observations on Varroa reproduction within
transparent polystyrol brood cells show that the infesting mother forms a rendezvous
site with her faeces on the cell wall on which all mobile individuals aggregate, and on
which matings preferentially occur (Donzé and Guerin, 1994). The Varroa mother
‘also prepares a feeding site on the bee pupa which is used by all offspring including
the male. In cells infested by more than one Varroa foundress no aggresiveness
between them was observed, and members of different families construct and
cohabit the above mentioned structures. The increased number of progeny in such
cells does, however, lead to competition at the feeding site (Doﬁzé, 1995).

The influences of the number of foundresses and of developmentél mortality on sex
| allocation in parasitoids have recently been modelled, slbeit separately (Nagelkerke,
1993; Nagelkerke &'Hardy, 1994; Heimpel, 1994). However, both parameters prevail
in a population. Since Varroa must multiply on strictly delimited resource within the
confines of the brood cell, it is not surprising that the number of adult daughters per
female decreases as the number of foundresses increases (Fuchs and Langenbach,
- 1989; Moosbeckhofer, 1988; Equaras et al., 1994). Despite this, muitiinfestated celis
regularly occur. This might suggest 8 non random distribution of infestation as
recorded for other parasites (Randolph, 1975; Anderson & May, 1978; Guyatt et al.,
1990; Maizels et a/., 1993) with certain advantages for the parasite. The common use
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of the structures within th'e cells by co-fouﬁdresses would appear to indicate that
some advantages accrue from multiinfestation. Thanks to observations on
transparent artificial brood cells we are able to show how the frequency of rematings
influences the potential fertility of daughters. Furthermore, we demonstrate that the
aggregated infestation by Varroa of natural brood cells contributes to the occurrence
of males and, as a consegquence, Varroa's mean reproductive success.

Material and methods

Behavioural observations

Artificial polystyrol cells (internal dimensions: 5.1 mm & x 14 mm long for worker and
6.7 mm @ x 16 mm long for drones) containing naturally reared brood and infested by
Varroa within A. melffifera colonies were used for continuous observations. After
capping, the cells were transferred to a laboratory incubator maintained at 34°C and
60 % R.H.. Humidified air (2 | min-1) entered the bottom of the incubator and two
small fans placed at the ceiling ensured an air mix. Considening the importance of
geotaxis in Vairoa (Donzé & Guerin, 1994), the cells were kept in the natural position
and turmned only occasionally for observations. Matings in naturally infested artificial
cells were observed round the clock from time-lapse video recordings.

Mating and fertilization
Considering the frequency with which rematings occur, we set out to estimate the
possible influence of this on the number of spermatozoa stored in the 'sperrr_latheca.
This character was used as a parameter to estimate potential fecundity, since the
number of spemmatozoa contained in the spermatheca corresponds with the
maximum number of eggs laid by a Varroa female and with the number of oociytes in
the ovary (i.e. up to 30; Akimov & al., 1988;-Alberti & Hanel, 1986; de Ruijter, 1987).
Young virgin female mites were obtained as follows : we introduced a healthy
young worker pupa into polystyrol tubes (internal dimensions: 5.1 mm & x 14 mm
long) and we separated its leg pair lll to permit access to the 5th segment where
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mites prefer to feed (Donzé & Guerin, 1994). Then, 3-5 pharate deutonymphs were
carefully deposited on their ventral face on the cell wall behind the pupa's abdomen.
‘The tube was closed at th_e head end with a natural cap and at the other end with
parafilm. Twelve hours later, we infroduced one of these 'mo'ulted virgin females and
two maies into new tubes with pupae. To aqsure the sexual maturity of the males,
only those from natural brood cells which already contained one adult daughter were
used. By meéns of direct observations, we determined the number of camplete
matings (i.e., those which lasted at least 6 rﬁin.) which accured with each of the
introduced virgin females. These females were isalated on bee pupae after (A) one
complete mating, (B) two complete matings, and (C) as females which had spent 48
hr with males. The number of spermatozoa in femnales from natural brood cells (D) -
was compared with those in the experimental ones. Sperm counts were made on
Varroa females three days after exclusion of males. For this, the female was
maintained on its béck ina finger solution by piercing the base of the peritreme with
a fine needle (0.25 mm &). With a second needle, the genito-ventrél and metapodal
shie!ds were torn out and the genital organs (ovary, lyrate 0_'rgah and spertnatheca)
were retrieved from the hoemocoel, isolated from the digestive organs, and
transferred onto a glass slide with a Pasteur pipette. Having separated the |
spermatheca from the other organs, a slight pressure was applied to the cover slip to’
expulse the sbermatozoa from the spermatheca for counting. -

. Reproduction in natural brood cells ,
One empty drone or worker comb was introduced into separate A. meffifera colonies
'strongly infested by Varroa and the queen was enclosed on the comb for 48 hours.

- Once adult bees started to emerge, the combs w;-::re frozen. The age of pupae was
determined on opening-of the brood cells by their colour (Jay, 1962). All instars of
Varroa infesting these cells were determined (Ifantidis, 1983; Nannelli, 1986; Rehm,

- 1988; Milani, 1992). Exuviae were intensively searched for, and the number of
infesting females per cell, as against females progeny, was estimated by subtracting

.the number of adult exuviae from the total number of adult females in the cell. In
order to unify the data, we calculated the average probability for each immature
‘Varroa to reach adulthood before imaginal ecdysis of thé host (Fuchs & Langenbach,
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1989). The reproductive success was thus analysed for every infested cell according
to its rate of infestation.

Reproductive success and fitness

The exact reproductive rate of each in_festing female could only be ascertained from
single infested céils, since multiinfested cells can contain fertile and sterile-infesting

~ females simultangously. Therefore, our data for multiinfested cells are represented
by 2 mean value for all foundressés in each cell. As males do not survive outside the
brood, we consider the reproductive success in terms of daughters which have the
opportunity to mate. Furthermore, fitness was calculated considering the foliowing
assumptions : (1) all females have the same clutch size, (2) all foundresses lay only
a single male egg, (3) all foundresses in cells without adult males have zero fitness,
(4) 'offspring of all femaies have equal mortality rates, (5) all adult daughters have the
same chance of mating, (6) the fitness criterion is phenotypic without consideration
for the genetic system, (7) the influence of inbreeding plays no rale. To measure
fitness (Nagetkerke, 1§93) we take into count the total number of daughters (d) and
males (m) as well as the mean number of males (my) and daughters (dy) per mother in
each infested cell.

F= df-:-mf(%)

F is calculated for each cell and is the mean fitness gained per mother when m>0,
if m=0 then F=0 for all foundresses. Therﬁtness gained at the level of
granddaughters was not calculated since it depends of the frequency distribution of
cell infestation.

Frequéncy distnbutions of infestation rates

The frequency of infestation classes (i.e. brood cells infested by 0, 1, 2,....7 and >7
Varroa foundresses) was recorded from brood sampled in the same beehouses as
above but in a greater number of colonies. Distributions of mites were sampled in
each aof 28 drone broad combs from 28 beehives in May and in 16 worker combs
from 16 colonies in July. The observed frequency distributions were first compared
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with the Poisson distributions (i.e. random distribution) for the same mean infestation
rates (MIR), defined as the total number of infesting mites divided by the total number
of opened cells (V/C), with the Pearson Chi—sqqare test at the 5% level.

As much of the quantitative analyse on host-parasite relationships have shown
that the frequency distributions of parasites can be described by the negative
binomial distribution (Crofton, 1971; Anderson & May, 1985) we tested its goodness
of fit for Varroa. The negative binomial distribution is defined by two parameters i.e.
the arithmetic mean of infestation (MIR) and the exponent k ('Elliott, 1973). When k
approaches 0 the degree of aggregation augments, and k approaches o for a
Poisson distribution. We calculated the expected values of the negative binomial
distributions corresponding. to all our observed frequency distributions and the
goodness of fits were tested using x2. The values of the k expanent were estimated
by equating the sample mean and variance to the corresponding population values
(method 1, Johnson & Kotz, 1969). Since the Pearson Chi-square test is not
applicable when an expected value is lower tlhan five, we sometimes had to group
the classes. The degree of freedom is equal to the number of classes minus the
number of parameters of the theoretical distribution, i.e., one for the Poisson and two

for the negative binomial distribution.

Varroa reproductive success in drone versus worker brood |
The observed infestation frequency of the cells was combined with the reproductive
success of mites according in relation to the level of infestation data (table 3.3.1) to
calculate the average reproductive success of all infesting mites on' each of the
worker and drone combs sampled. The mean reproductive success per Varroa
mother per comb is provided by:

;(p.--RSr-i)

i(pf-i)

i=¢
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Where p; is the probability for brood cells containing / Varroa foundresses and RS; is
the average number of daughters per mother produced in éelfs with / foundresses.
For purboses of comparison, the mean reproductive success was calculated for each
comb firstly with the observed frequency distribution and again with its theoretical
Poisson frequency distribution for the same mean infestation rate.

Results

Mating _

Developing and adult offspring are observed preferentially on the faecal
accumulation where 90% of mating events occur (n=28?). The only preliminary to
mating consists of cleaning of the pedipalps and chelicerae by the male. A complete‘
mating can be described as folloWs. When he encounters a female, the male climbs
indiscriminately.onto her dorsal shield and reaches the gnathosomal region. Then,
he invariably hugs the lateral border of her dorsal shield which is equipped with
spines and samples it intensively with his leg pair . When male encounters the
spineless anal region of the female some 5.8+0.8 s (mean+SD, n=16) he crawls
under her venter which the female simultaneously lifts off the surface. The male then
undertakes lateral crisscrossings on her sternal shield, and intensivély samples the
female coxae and sternal shield with his leg pair | and pedipalps, respectively (for
‘i42J_r43 s, mean+SD, n=16). Then he stops in the centre of the female's venter and
orients his gnathasoma in the direction of his genital opening. His pedipalps and
chelicerae execute back and forth-movements until a moist, glistening ball appears.
Following 11030 s, the male directs himseif to one side of the female to the base of
legs -1V where the sperm induction pore (solenostome) is located and grasps the
border of her dorsal shield with his external legs lil and V. He stays immobile in this
position for 200+52 s {(mean+SD, n=16) before reaching for the opposite legs of the
female where he stays for a short.time (17+12 s, mean+SD, n=16). After some lateral
Crisscrossings (63122 s, meanSD, n=16), the male leaves the female.
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We observed 287 mating events in 247 hr of observation in six cells with adult
daughters. The distribution of the mating duration is clearly bimodal with 70.5+8.4%
(mean+SD) lasting less than 3 min and 25.848.2% (meanxSD) lasting longer than 6
min (n=6 maies). Since only the latter present the complete mating sequence
described above we assume that sperm transfer only occurs in matings which last at
least six minutes. |

Adult offspring undertake frequent rematings. After the arrival of a newly moulted _
daughter on the FA (n=5), the male no longer makes complete matings with the older
females (fig. 3.3.1A). When no additiona! daughter moults to adulthood, the male
continues to complete matings with the sole one present (n=2) (fig. 3.3.1B). in cells
with adult daughters, only 3.1 % of matings occur with the mother and all were
interrupted.

Mating and fertilization

Successive newly-moulted adult females are afforded different durations of time for
fertilization before bee emergence. in one brood cell with three daughters the first
one was mated nine times within 37 hr, the second 4 times in 12 hr and the third
twice in the 4 hr period separating the mite’s mabilization after moulting and the
‘bee's imaginal ecdysis (fig. 3.3.1). The round prospermatozoa have migrated to the
spermatheca about two days after mating. One day later, they take on a fusiforin
shape and progressivély the ribbon form (0.18-0.23 mm long). With increasing
frequency of rematings the number of spermatozoa stored in a female's spermatheca
increases (fig. 3.3.2). No female which had been mated only once (n=5) had
spermatozoa, whereas S out of 14 femalés mated twice stored between 1 to 26
spermatozoa. When mating proceeded ad libitum for 48 hr, the spermatheca -
contained over 24 spermatozoa in 10 of 11 females dissected (p<0.00b1, df=4,
Kruskal-Wallis test). All pairwise ‘comparisons between the different groups were
statistically different (p< 0.03, U> 12.5, df=1, Mahn-Whitney U-test) except between
females where matings proceeded ad Jibitum and those from natural brood cells
(p=0.97) (fig. 3.3.2, groups C and D).
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Reproduction in natural brood cells

Adult female offspring is present in abdut 60 % of single infested drone and worker
cells (n= 183 and 167, respectively) but, in multiinfested cells, this proportion rises
fast. However, these cells must be grouped in two categories (table 3.3.1). those
cells with one or several female daughters but without any adult male, and those
named "perfect cells” which contain adult offspring of both sexes. Cells without males
account for,'respectively, 17% and 23.5% of both single infested drone and worker
cells. This category decreases at higher infestation rates, yet, it is still quite
astonishing to discover this situation in some drone cells infested by four to six
Varroa mothers. Perfect cells account for only 46% and 36,6% of the single infested
drone and worker cells, respectively, but these proportions rise sharply with
multiinfestation. Considering all single infested cells, each invading female produces
on average 1.07 daughters in worker cells (n=167), but 1.62 daughters in drone cells
(n=183) (tabie 3.3.1). By contrast, the number of males per mother is relatively
constant for all infestation rates.and cell types. In drone brood, the total number of
daughters per mother which reach adulthood decreases with rising infestation rate.
Counts were too low for worker brood to draw a conclusion. If we consider single
infested perfect cells only, we obtain 1.8 and 3.0 daughters per mother in worker
(n=77) and drone cells (n=67), respectively.

Not all young females have the opportunity to mate since in the cells without adult
males no matings occur. Only daughters from perfect cells can be considered to
determine the fitness or the effective reproductive success. But if the sex ratio in
these perfect cells is too low, as for example in multiinfested ones, the male(s)
present will not succeed in fertilising the high number of daughters. The mating
period begins at some 230 hours post-ca'pping (hpc) and ends at 280 hpc in worker
cells (330 hpc in drone cells), and each male executes 0.3+0.07 (mean+SD, n=6
males) complete matings per br. In this 50 to 100 hr period a male can thus
undertake 15 and 30 complete matings in worker and drone cells, respectively. If we
assume that each female must be mated 4 times to acquire an adequate nuniber of
spermatozoa (fig. 3.3.2), then a male could fertilize some 3.75 females in worker and

7.5 females in drone cells. From our data on 366 single and multiinfested worker and



Reproductive success Results 81

drone cells these values were exceeded only once in a double infested drone cell
where eight daughters were present for a single male.

Of the 1.62 daughters in single infested drone cells (n=183).1.11 daughters have
the opportunity to be fertilised (here named "mated" daughters) and 0.51 don't {table
3.3.1). The fitness of the infesting females at 2.2 (table 3.3.1) exactly corresponds to
double the number of thé mated daughters because both values are only calculated
for perfect cells with an average reproductive suécess per foundress. Since the
proportion of perfect cells clearly increases with multiinfestation, a maximum number
~ of mated daughters and fitness per infesting Varroa is reached in cells invaded by
two mites. At higher infestation rates 'the number of mated daughters decreases due
to the abrupt diminution in the total number of daughters per motﬁer (table 3.3.1).
The global proportion of females daughters which had no opportunity to mate due to
the absence of a male was 15.1% (n=1'091) in the drone brood and 17% (n=276) in
workers cells. |

Infestation pattern _

From the foregoing; one could hypothesize that the average reproductive success of
all infesting Varroa females will depend on their frequency distribution in brood cells.
‘In worker combs on the one hand, the mean infestation rate (MIR) varies from 0.09 to
0.82 Varroa per cell (V/C) and only eight of 16 observed frequency distributions differ
from the carresponding Poisson distributions for the same MIR (fig 3.3.3A). Onthe
other hand, in drone cells the observed MIR is between 0.1 and 4.4 V/C, and 24 of

~ 28 observed distributions are aggregated and differ significantly from Poisson
distributions. Compared to the Poisson distributions, these aggregated distributions
. are characterized by (i) a prevalence of infestation which is always lower (fig. 3.3.4),
and (ii) a more frequent proportion of highly infested celis (fig. 3.3.3).

The expected values of the best-fit negative binomial distributions do not differ
from the observed values in 23 out of 24 distributions from drone brood, and in 4 6ut
of 6 distributions in worker brood {for four drone and 10 worker combs the 12 test
was nét applicable). The values of the exponent k increase for higher MIRs,



Reproductive success Results | - 82

suggesting a reduction of the degree of aggregation with an increasing Varoa
population.

Aggregated distnbutions and reproductive success
Since the distribution of the infesting Varroa in the drone cells is not random, we
investigated the consequence of this aggregated distribution for the mite’s mean
reproductive success. In drone combs with MIRs under 1 V/C there is no influence of
the MIR on the mean number of daughters/mother and on the mean number of mated
daughterslmbther {mated daughter = 1.266 - 0.02 MIR, n = 21, ? = 0.009, p<0.7). But
when the MIR goes over 1 V/C, the reproductive success decreases {fig. 3.3.5):
Furthermore, when the reproductive success of the observed distributions and those
of the equivalent Poisson distributions are compared, the plots show that the
observed distributions lead to a higher number of mated daughters/mother when the
_MiIR is lower than 1 V/C (range 1.13 - 1.38, mean+SEM = 1.2620.01, n= 21) (fig.
3.3.6). The mean repraductive sucéess of the theoretical distributions increases
regularly from 1.14 to 1.27 mated daughters' per mother with a mean of 1.22+0.04
(mean+SEM, n=21) when the MIR is lower than 1 V/C. It is worth noting that the
average reproductive success from the observed distributions of 1.26 approaches the
maximum of 1.27 mated daughters per mother predicted by Poissan distributions (ﬁg'.
3.3.6). Whén the MIR exceeds 1 VIC, the observed distnbutions lead to a lower
estimated reproductive success than the Poisson distributions.

Discussion

Reproduction in natural brood cells

In this study, a female infesting a cell alone has an average of 1.1 adult daughters in
a worker cell and 1.6 daughters in a drone cell. These values are lower than those of
Fuchs & Langenbach (1989) and Otten (1991) who obtained 1.4 and 2.2 daughters
per mother, respectively. On the other hand, our data are higher for worker brood

" than those of Ifantidis (1984; 1991) who obtained 0.7-0.9 daughters. But his value for
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drone brood (1.7 daughters per mother) is similar to ours. Although thesé variations
could be due to bee genetic variation or climatic conditions, other factors could also
influence the estimation of the expected humber of adult dadghters at bee
emergence. Firstly, in the cells containing older pupae it is possible to mistake adult
daughters, which have darkened, for their mothers. We tried to avoid this by counting
the exuviae. Secondly, not all descendants reach adulthood, such that the higher the
age of the analysed brood the lower the expectéd reproduction rate will be, but the '
more accurate. |

In the studies cited above on Varroa's reproduction the frequency of adult males
recorded in cells is more constant and reaches about 0.6 males per infesting female
(Fuchs & Langenbach, 1989; Otten, 1991). The rate of mortality at approximately 0.4
‘must be reduced by the proportion of non reproducing mites, i.e., 0.15. Some causes
of the mortality of progeny can be deduced from observations on transparent artificial
cells (Donzé & Guenn, 1994), and the risks incurred by male eggs or protonymphs
must be analysed separately for drone and worker brood. in drone cells, the male
protonymph becomes mobile during the prepupal stage but is rarely observed to feed
until the single feeding site is prepared by his mother on the young pupa, some 25 hr
later. By contrast, later emerging female protonymphs have access to the prepared
feeding site and feed almost immediately. Apart from being starved for 25 hr, should
the male happen to be at an unfavourable site during the bee's pupation, the
protonymph can be squashed by the pupa’'s movements or be caught by the prepupal
exuvium which is deposited at the cell base. Careful éxamination of the bee’s
exuvium led us to discover a dead male nymph in several cells. In worker cells, by
contrast, the male is still in the egg at bee pupation. Although this egg is carefully
deposited in the protection of the cell apex, some of them are still disturbed by other
mites in multiinfested bells or by the emerging appendages of the pupa. Moreover,
the male protonymph always hatches in the anterior part of the cell after pupation
‘and has to rejoin the posterior section to access the prepared feeding site (Donzé &
Guerin, 1994). Some of these males do not find the only opening between pupa's
tarsi 1l and consequently die. Some Varroa males, which are héploid (de Ruijter &
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Pappas, 1983; Steiner et a/., 1982),' probably also die in both male and worker cells
because of a lethal genetic mutation (Smith & Shaw, 1980).

Varroa's observed mean reproductive success is surprisingly low compared to its
potential reproduction. waever, in the perfect cells where adults of both sexes
mature, 1.8 daughters per mother are produced in single infested worker cells and
3.0 in drone brood. These results are quite close to the potential reproductive
success and even higher than data recorded 'by other authors who did not exclude
cells without males from their estimates (lfantidis, 1984; Fuchs & Langenbach, 1989).
The growth of Varroa's population is thus chiefly limited by the high number of sterile
mites and by developmental mortality.

Varroa's mating and fertilization strategy

Since males do not survive outside capped brood, Varroa daUghters must meet with
males within the cell to be fertilized. Though the brood cell is a restricted
environment, the available space is subdivided into two parts after pupation, a factor
which could prevent encounter of the sexes (Donzé & Guerin, 1994). Arrestment by
all stages on the faecal accumulation, outside of when they feed, assures the
opportunity for rapid mating once adult. Without this arrestment, each sex would
have to search actively for a mate as in other mite species where males search for
pharate deutonymphs (Potter ef al., 1976; Dimock, 1983). Despite this, the high
proportion of interrupted matings could reflect sperm depletion or anather incapacity
on the part of the male to compleie the high number of attempted matings. We never
obse_rved aggression between males, but a male can disturb a mating couple and
sometimes supplant another male. However, we have no evidence to suggest female
guarding. '

The mating sequence described here is similar to that described for other
Mesostigmata (Wooley 1988). The mode of sperm transfer is termed podospermy
because males transfer the sperm with the help of their chelicerae which are
modified into tube-like spermadactyls (Krantz & Wernz, 1979; Akimov et al., 1988;
Ifantidis & Rosenkranz, 1988). The sperm is injected by the spermadactyls into the .



Reproductive success Results : 85

solenostomes which are situated in the arthropodial membrane between the coxae |l
and IV of the female (Alberti & Hanel, 1986). The pattern of mating encounters
follows two patterns. First, as long as no other newly moulted daughter arrives on the
. FA, matings occur with the female which is present. Second, as soon as a new
daughter arrives, mating proceeds almost exclusively with her (we observed ohly one
- complete mating with an older daughter in such a circumstance). in doing so, the
males assure the transmission of the highesi number of spermatazoa to a maximum
number of newly moulted females in the limited time available. Several matings are
needed to fill the spermatheca, which rarely contains over 35 spermotozoa.

Wa may ask what advantages rematings provide and whether in themselves they
will not reduce the chances of fartilisation of following' females. To explain frequent
remating two non-exclusive hypotheses are congruent with the biology of Varroa.
Firstly, that rematings increase the level of fecundity and secondly, the occurrence of
several males in multi-infested cells leads to the competition between them. Our
results indicate that rematings augment a female's fecundity. Since experimentally
transferred females can lay up to thiﬁy eggs during seven cycles (de Ruijter, 1987),

the life reproductive success of a female depends on the number of spermatozoa in
her spermatheca. However, the reproductive success of a female is also strongly
dependent on two factors. First the number of mated daughters.can be overestimated
in multiinfested cells where a single male is prasent and where several females can
reach adulthood at the same time. Secondly, we cannot ascertain the real fecundity
-of females as this is strongly dependent on female survival in the beehive: the host
defends itsélf and may kill mites (Rosenkranz et al. 1993; Boecking & Ritter 1984;
Buchier 1984). On A. mellifera 14 % of marked Varroa females were observed to
reproduce at least three times (Rosenkrahz, 1993). Thus, in accepting a remating,
both the male and fémale can hope to increase their life-time fitness. Furthermore,
we show here that Varroa can be polyandrous in multiinfested cells. The benefits of
palyandry are controvercial (Hardy, 1994). On the one hand, Ridley (1993) argued
that polyandry could enhance the genotypic diversity of siblings which compete in
one patch. On the other, polymating could decrease the effect of temporary sperm
depletion in one male and therefore serves females in increasing the probability of
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obtaining sperm (Godfray, 1994). Females which accept rematings can expect to be -
provided with better sperm by yet another male and secondly held to assure
reproductive capacity of its descendants by reducing their inbreeding. It is generally
assumed that haplo-diploid populations do not suffer from inbreeding depression, for
haploid subjects with a lethal mutation die. But, according to Helle (1965), inbreeding
in arrhenotokous mites occurs and causes the viability of eggs to deteriorate. In the
case of Varroa, genes may mingle within the population only in the multiinfested
cells. Therefore, to reduce inbreeding (since matings occur exclusively in the capped
brood cells), Varroa permits the progressive stockage of spermatozéa from different
matings and males in multiinfested cells. '

Varroa’s frequency distribution in cells and reproductive success

The infestation behaviour of Varroa on A. mellifera was studied by Fuchs (1985;
1892; Fuchs & Muller, 1988) who noted that at a low mean infestation rate (MIR) in
worker brood the distribution of mites is approximately random, but not so in drone
cells at a high MIR. However, this author did not distinguish between the frequency
distributions of infesting Varroa in worker and drone brood at similar MIR levels. This
he assumed to be equal. In this study we show that even at a low MIR the frequency
distributions of mites are aggregated, but in droﬁe cells only. Comparable
aggregated distributions have been cited fof a wide range of parasitic species
(Anderson & May, 1978), such as ticks (Randolph, 1975) and helminths (Guyatt et
al., 1990; Maizels et al., 1993). In helminths infesting humans the non-random
infestation pattern is inﬂuenéed:by undefined genetic, immunological, ecological,
behavioural or host social factors (Schad & Anderson, 1885). In the case of Varros,
infestation may be explained by the fact that the behaviour of the mite is influenced
by volatile (Le Conte ef al., 1989; Rickli ef a/., 1992) and contact chemostimuli (Rickli
et al., 1994) from larvae. Furthermore, the period for the cell invasion by Varroa on
drone brood (40 hr) is relatively long as compared to worker brood (20 hr) (Ifantidis,
1988, Boot ef al., 1992). From this it is easy to see why a higher amount of
chemostimuli {Trouiller et al., 1992) added to a longer period for cell invasion will
increase the prevalence for drone compared to worker brood (Fuchs, 1990). In
addition, we show here that the infestation of drone larvae is not a random process,
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which may indicate individual differences between cells in the amount of stimuli
triggering mite infestation. Furthermore, we cannot exclude that cells already invaded
by mites become more attractive for some reason to other Varroa. Considering the -
small volume of the beehive, this may be the reeson why such remarkably biased
distributions arise in the relatively short periods of time available for cell invasion.

Although no precise data are available on the distribution of Varroa in A. cerana
brood we do know that the percentage of infested drone cells rarely exceed 60 %
(Tewarson ef al., 1992 Anderson 1994). From our data, a prevalence of 60 %
corresponds to 1 V/C for when the MIR does not exceed this value the MIR and the
percentage of infested drone cells are linearly related (r2=0. 9:y=005+0016 x). If
we assume that the infestation behaviour of Varroa is similar on A. melfifera as on A.
cerana, then the data of these other authors indicate that the MIR on A. cerana is
below 1 VIC.

In Varroa, an advantage accruing from the biased distributions may be advanced
on the basis that a maximum number of mated daughters is produced when two or
three mites simultaneously reproduce in the same cell, but not all cells may be -
infested by two or three mites. As shown here the strategy adopted by Varroa is
more successful with an aggregated distribution than with a random one when the
MIR stays below 1 V/C. At low MIR levels our data suggest rather predictable
frequehcy distributions of the mites. The aggregaticn leads to an average
reproductive success approaching the optimum predicted by the Poisson
distributions. Thus, at the beginning of the brood season it is advantageous for the
remaining Varroa in a hive to aggregate and increase their reproductive success

An ultimate explanation usually submitted for biased distributions of parasites is
that they provide a partial refuge for the host, i.e., aggregated distributions ensure
that an unexpectedly large number of hosts escape parasitization. This by-product of
the aggregation assures that the parasite has a host population on which to insure
survival (Begon & Mortimer, 1986). Since Varroa exclusively infests the scarce drone
cells in the original Asian host (Tewarson et a/., 1992; Anderson, 1924) and such
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infested drones produce fewer spermatozoa {Schneider & Drescher, 1988) the partial
refuge would permit some drones to escape infestation and thus permit a high quality
of reproduction by bees. '

When mating is non-panmictic and progeny mate only at their natal site the mating
structure involves local mate competition. When the number of foundresses is small
the sex ratio is typically female-biased. Recent papers have exploréd the influence of
developmental mortality on optimal sex ratio allocation and show that the risk of
female virginity is correlated with the level of developmental mortality (Heimpel,
1994). Nagelkerke and Hardy {1994) stressed that only male mortality influence sex
allocation strategy under local mate competition, and that the rate of mortality is more
important for small clutch size. These models however are limited to a single
foundress per offspring group. We show here that multiinfestation can attenuate the
negative effect of developmental mortality. However, clutch size must not lead to
overexploitation of resources. Therefore, to understand the evolution of the
programmed sex ratio anc_i small clutch size we also have to consider the frequency
distribution of foundresses in the brood. '
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Figure 3.3.1 Frequency and duration of matings between Varroa offspring observed in artificial
worker cells. (a) Perfect cell where three daughters reached adulthood in succession. The single male
reaches adulthood at 222 hours post-capping (hpc). Bee imaginal ecdysis begins at 294.5 hpc.
Although frequent mating attempts occur which tast less than three minutes, sperm transfer probably
only accurs during sexual encounters lasting longer than six minutes (see text). The open arrows
indicate imaginal ecdysis of the three successive daughters; Bindicate matings with the first daughter,
(1 with the second and ¢ with the third. % Represent mating attempts with the mother and A indicates
an eight br period without observation. {b) Perfect cell in which only & single daughter moulted to
adulthood at 231 hpc. In this case 14 complete matings occurred between the male and his sister but
none with the mother. Observation was interrupted at 280 hpc.
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Figure 3.3.2 Number of spermatozoa counted in the spermatheca of young Varroa females
mated either once (A), twice (B}, or ad libitum for 48 hours (C) under experimental conditions (see
. text). Normally reproducing Varroa (D) were sampled in natural worker brood celis, some of which

may have already reproduced. Each dot represents the number of spermatozoa counted in one
female. '
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Figure 3.3.3 Frequency distributions of cells infested by 0,1,2,3...7 and >7 Varroa mites on
worker (a) and drone combs {b) as related to the mean infestation rate (MIR) calculated for each
comb by dividing the number of infesting Varroa mothers counted by the number of opened cetls.
Histograms represent mean expected values for Poisson distributions and dots () mean observed
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Figure 3.3.5 Average reproductive success (daughters per mother) as a function of the mean
infestation rale of the brood cells by Varroa on worker (a) and drone combs (b). The reproductive
success s calculated for each brood comb from the observed frequency distributions of Varroa
mothers in braod cells, and the corresponding mean number of daughters and number of mated
daughters per'mother given in table 3.3.1. A Is the mean number of aduit daughters per mother per
comb and O the mean number of mated daughters per mother. Each point represents data from
one comb from different bee colonies. :
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Figure 3.3.6 Average reproductive success (mated daughters per mother) as a function of
the mean infestation rate of the drone brood cells by Varroa. The reproductive success is
calculated for each brood comb from the observed frequency distributions of Varroa mothers in
drone cells (O) and the corresponding Poisson distribution () combinéd with the mean number of
mated daughters per mother given in table 3.3.1. Each dot represents data from one comb from

different bee colonies.
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Can over-occupancy of the feeding site lead to a
reduction of the Varroa population in one cell ?

Introduction

The reproductive success of Varroa is dependent on the number of mites.which
_infest one brood cell (Moosbeckhofer et al. 1988; Fuchs and Langenbach 1989;
present study). The reduction in the number of daughters per mother observed in
the multiinfested cells could result from several causes. The first, which is the
least probable, could be that a part of the fertile mothers will be completely
inhibited from reproducing while the others reproduce normally. The second
hypothesis was provided by Fuchs and Langenbach (1989) who observed an
increased proportion of males among the adult offspring a more females

- reproduce within a brood cell. From this they concluded that in multiinfested cells
all females lay the single male egg but a reduced number of female eggs. |
Suggesting that females stop earlier to lay. On the one hand if we consider that
not all descendants reach adulthood the conciusion of these authors could be a
confusion between the sex ratio at laying and that of adult offspring. On the other
hanﬁ the number of adult descendants is influenced by the survival rate during
their development. Therefore, the third explanation may be that each mother lays
as many eggs in eiiher single or multiinfested cells, but a lower propdrtion of
offspring will survive when more Varroa females reproduce in one cell.

This latter hypothesis stems from our observations on the transparent cells where
we observed some of the direct causes of offspring mortality, i.e., bee's
movements at pupation, disturbance of eggs by mites, and the incapacity for the
protonymphs 10 join the Varroa family in the posterior part of the cell. Furthermore,
as presented in chapter Reproductive phase, a high proportion of Varroa families
cohabiting a cell feed at a single feeding site on the pupa and this situation
provokes competitive interactions between the mites in the cell. The feeding site
is permanently occupied at certain periods, even in cells with a single Varroa
family (fig. 6, chapter Reproductive phase). However, feeding site occupancy is
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'cyclic due to the reappearance of mobile life stages in time lags as a result of the
oviposition pattern of the Varroa mother.

In thié chapter we compare the rate of oviposition per Varroa ferﬁale in cells with
different levels of infestation. Then we provide the feeding patterns of each
Varroa life stage and use these data to simulate occupancy of the single feeding
site for an increasing number of mite families in a brood cell.

Material and methods

Oviposition rate g

The numbers of infesting mites and offspring were sampled in two drone combs
from two strongly infested beehives. The queens were caged on the combs for

_ about 20 hrs so that capping of the cells occurred over a 24 hr period. The combs
were frozen at -18°C twelve days after Capping. The Varroa mites infeéting these
cells were analysed as in chapter Reproductive success, but great attention was
given to all small instars such the non-hatched eggs or dead descendants. This
search was extended to the pupal exuvium which was opened.in alcohol with fine
pincers. The number of descendants per infesting female was compared for all
infestation rates. " ' '

Feeding pattern

The data on the feeding pattern of all Varroa instars is provided from observations
on the artificial polystyrol cells containing naturally reared brood which was
infested by Varroa (see previous chapters). A mite was considered to feed if it
was immobile onto the feeding site with its head parts bent against the bee
cuticle. The feeding activity of each individual was registered round the clock from
time lapse video recordings (three frames ber second) and the data were pooled
from single'and multiinfested worker and drone cells. For practical reasons, i.e., to
be able to record all individuals, we only observed cells infested by one or two
foundresses and where the mite's family lived between the leg pair Il of the pupa
(fig. 3.2.6). Most of the families fed on the fifth segment. During the observed

-
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period all the feeding boﬁts,of all individuals were registered and their position
and duration noted. The feeding frequency, the hourly mean feeding and the
mean duration of the feeding bouts were calculated for each Varroa instar from
these data. Furthermore, the total amount of time each proto- and deutonymph fed
was calculated from hatching or moulting until its immobilisation at the moulting
site.

Simulations of feeding site occupancy

Occupancy of the single feeding site in drone cells was independently simulated
for one hour intervals from 48 hpc to 330 hpc. Each of the 1000 simulations,
calculated at ran‘dom-per hour, were independent of one another to estimate
occupancy of the feeding site as a function of the occurrence of the di1fferentA '
mobile instars present in the cell at the time and their respective feeding patterns.
Occurrence of the feeding individuals and mean development durations are
considered as in the chapter Reproductive phase; table 3. All 5 descendants were
assumed to develop normally. We used a log distribution of the feeding bout
durations based on the feeding pattems for each of the imstars and sexes (table
3.4.2). As the feeding pattern of the mothers changes during the course of
reproduction, eight log distributions were generated for this instar to cover the
period from feeding on the prepupa until imaginal bee ecdysis. Each log
distribution has therefore the same mean and standard deviation as the pool of
observed individuals of the relevaﬁt instar (table 3.4.2) but truncated at 3600
seconds, the duration of the interval. The computer then drew at random to
determine if an individual fed or not, based on the frequencies of feeding bouts
(data provided in table 3.4.2, column 1). if feeding occurred, a random value from
the distribution of feeding durations was added (table 3.4.2, column 3). In

- multinfested cells, the first female was always considered to first oviposit at 70.9
hpc, and other females to start oviposition at random following a normal
distribution (mean=70.9 + SD=3.2 hpc, n=34). The probability that not all
individuals present in the cell at a defined time can feed is given by the proportion
of simulations which exceed 3600s. ‘

-
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Results

Ovipesition rate _

The mean number of eggs laid by the -infesting Varroa females shows only slight
variations in cells infested by one to four females and the highest value was
obtained in cells with two foundresses (table 3.4.1). The number of descendants
pef infesting female decreases whe_n mofe than four females infest a cell, but data
is sparse. Other data aBout reproduction in such cells is included in chapter
Reproductive success.

Table 3.4.1 Number of descendants per mother as a function of the number of infesting females
per drone brood ceil. '

Infestation rate no. no. Number of des-

cel}s , Varroé cendants / mother
1 Varroa / cell 79 79 39
2 Varroa ] cell 27 o4 4.1
3 Varroa /cell 3 9 39 .
4 Varroa / cell 5 20 3.7
>4 Varroa / cell 3 19 2.8
Feeding pattern

Ali mobile instars feed regularly on the bee pupa (téble 3.4.2). The deutonymph
females which show the highest rate of growth feed for longest. Adult males feed
regularly but for short periods compared with their developmental stages.
However, the male feeds almost as much as the mothers during the oogenesis
period. In the po‘st-obgen_esis period, the infesting females feed once about each
10 hours but for relatively long durations.
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Figure 3.4.1 A, Simulated occupancy of the single feéding site for drone cells with two
optimally reproducing Varroa families. One thousand simulations of feeding are made for each

interval of one hr independent of the previous and following interval. The solid curve represents
the median occupancy (50th percentile) and broken curves the 5t and 9sth percentiles. B,
Percenf of simulations predicting overoccupancy of the feeding site in drone cells with 1 (- ----), 2
¢ 3, and 3 {~ ~~ — =) normaily reproducing Varroa families. Overoccupancy of the feeding

' site is reached by simulations in which feedings exceed the duration of the interval chosen (3600
sec.). '
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Simulations of feeding site occupancy

The computer simulation shows cyclicity in occupancy of the feeding site thus
refiecting the regular reappearance of the mobile stages (chapter Rebroductive
phase, fig.1). Occupancy of the site tends to increases with time and is highest at
the end of the reproduction cycle when the number of young adults is at its
maximum (fig. 3.4.1). In single infested cells the simulation only rarely shows
overoccupancy of the feeding site, i.e., >3600 seconds (fig. 3.4.1B). With two
families the median for the simulations is situated just under the maximum time
availabte (fig. 3.4.1A), and for aimost all intervails an important proportion of the
simulations is over the 3600s limit. With 3 families it appears c‘learly that a high
overoccupancy of the feeding site occurs as for example from 168-192 hpc when
'80% of the simulated occupations overreach the maximum time available at the
single feeding site.

Discussion

The number of descendants produced by Varroa is stable betWeen one and four
mothers/cell. Similar results were obtained by Boecking (pers. comm.). This
indicates that the Varroa females are unable to alter their egglaying either in
terms of the number of eggs laid or in terms of the sex ratio. The females expect
to produce a maximum number of offspring. But in multiinfested cells the families
are in danger to overexploiting the host and to provdke their own destruction.
Since the results presented in the chapter Reproductive success and those of
Fuchs and Langenbach (1989) show that the number of adult descendants per
mother decreases with a higher number of foundresses, this suggests a reduction
of the 6ffspring survival in multiinfested cells. The simulations presented here
show that overoccupancy of a single feeding site already occurs with two Varroa
families. Thus, the use of a single feeding site may lead to the reduction of the
number of offspring reaching aduithood already observed in natural multiinfested
cells. This seem all the more true because the limit used here is severe:
occupancy of 100 % is unlikely to occur because the unoccupied pericds between
feedings. The cyclicity shown by our observatiéns (cﬁapter Reproductive phase,
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figs. 5 and 6) and by the simulations presented here arises from the egglaying
pattern of Varroa, i.e., where one eqg is laid each 30 hrs. On the one hand, this
egglaying pattern avoids'strong competition at the feeding site since the number

" of feeding mites at any one time in the cell is only high for short periods,
pérmitting a maximum of offspring to develop in single infested cells. On the other
hand, competition occurs in the multiinfested cells between individuals of the
same age but from different genetic strains thus favorizing adaptation to these

conditions. Of course this egglaying pattern is not specific to the Varroa alone but
is characteristic for all Mesostigmata. In my opinion this egglaying pattem has
permitted the use of the single feeding' site as a competition factor by Varroa.

Our observations on transparent artificial‘cells clearly indicate that a
competition effectively arises between individuals at the feeding site and that
protonymphs are most disadvantaged.' Remembering that the protonymphs have
to spend much time and energy to locate the feeding site, they will be most
affected by interruption of their feeding than other instars. The importance of this
competition is also illustrated by the number of “waiting" individuals recorded who
evehtually push the feeding mite or try to slip under it.

Although competition at the single feeding site may lead to a reduction of the
number of descehdants which reach adulthood, other competition factors must
also be considered. An increase in density of mites in one cell could influence the
behavioural structuring of the mites in the space available and could provoke the
disturbance of eggs or immobile stages. The second factor is the impoverishment
of the unfed bee in the capped cell. It has been shown that the volume of
haemolymph decreases in the infested pupae, and that the concentration of
protein increases in the drone pupa but decreases in the workers exposed to
Varroa (Schatton-Gadelmayer and Engelé 1988; Weinberg and Madel 1985).
Furthermore, the weight of the young workers and drones at emergence is
reduced when the rate of infestation is high (de Jong et Gongal'ves 1982, Scatton-
Gadelmayer and Engels 1988; Schneider and Drescher 1987). The loss of .
haemolymph could increase the duration of feeds and therefore serve to render
the competition more acute at the feeding site. But, this could also provoke bad
nutriment of the mites {e.g. too little water intake) and could lead to laying of non-
viable eggs or to the death of descendants. In the same way, when the number of
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infesting mites is high, the impoverishment of the host accurs sooner and invading
mites could lay less eggs as found in the three cells with more than four
foundresses. An interésting obsefvation is the resorption of eggs in the post
vitellogenic phase (Steiner and Diehl pers. comm.). This was observed in strongly
infested cells reared in weak beehive maintained in a flying room, where beehives
do not develop correctly.

In addition we know that the bee shows immunological reactions to infestation
by Varroa (Dandeu et al. 1991; Wienands and Madel 1988), as well as reactions
at the feeding site which melanizes.'NevertheIess, the use of additional feeding
sites accurs in some cells, and for practical reasons, the observed artificial cells
were infested only with three families. We do not know the reactions of infesting
mothers in highly infested cells. Since we never observed cannibalism in Varroa
this type of competition can be excluded.

In conclusion, the reduced number of adult daughters could result frdm higher
mortality during their development in the multiinfested cells. One cause may be
competition for the feeding site as indicated by the computer simulations and
direct observations. However, further experiments are n_eeded to confirm this and
to d‘etermine any other factors which méy contribute to offspring moriality.

.References

. Please, see the end of the thesis. .
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IV Discussion

Alvéoles artificielles |

Dans nos colonies d'abeilies, les mesures intérieures des alvéales naturelles
d'ouvriéres sont 5.1-5.3 mm de coté par 12 mm de long, ce qui correspond aux
données de la littérature & travers le monde, soit 5.1-5.4 mm {voir Erickson et al.
1990; Darchen 1968, p 257). Les' alvéoles de faux'-bburdons mesurent dans nos
ruches entre 6.5-6.8 mm de cdté par 14-15 mm de longueur (6.9 mm, Darchen 1968)..
Lors de I'étude préliminaire, je n'avais a dispaosition que des cellules de 4.8 mm de
diamétre poﬁr le couvain d'ouvriéres, mais les Varroa ont formé les mémes
structures que dans les cellules de 5.1 mm de diamétre utilisées par la suite.

Toutefois, comme nous allons le vair, le diamétre des alvéoles est un facteur
important pour la reproduction de Varroa. On sait qu'avant la ponte, la reine mesure’
_ la taille de I'alvéole avec ses pattes et détermine ainsi le sexe de I'oeuf 2 pondre _
(Koeniger 1970). J'ai parfois utilisé des cellules de 6.2 mm de diamétre, ol certaines
reines ont pondu du couvain de faux-bourdons, et d'autres du couvain d'ouvriéres.
Dans le premier ¢as, Varroa s'est reproduit, a formé le paquet de féces et a écarté
les pattes de la pupe: Par contre, si du couvain d'ouvriéres se trouvait dans les
cellules de 6.2 mm, I'acarien n'a pas toujours formé le paquet de féces et sa
reproduction a été mauvaise. L'importance de Ia taille des alvécles est confirmée par
les travaux de Milani et Chiesa'(1990), qui montrent que la proportion des femelles
Varroa qui pondent augmente lorsque la taille des cellules diminue de 6.8 4 5.3 mm
de diametre. ' |

Ainsi, nos observations ajoutées a celles de Milani et Chiesa (1990) expliquent .
pourquoi les différents projets d'élevage des Varroa dans des cellules artificielles
(Abbas 1988, 1990; Chiesa & Milani 1988; Rath 1981) n'ont pas abouti a la
description du paquet de féces, ni aux comportements stéréotypés de ce parasite.
Les causes de l'insuccés de la reproduction de I'acarien dans les cellulés trop



Discussion 110

grandes ne sont pas connues. Toutefois, les constatations qui précédent semblent
montrer une certaine incapacité de I'acarien a s'adapter a des changements de son
environnement. En d'autres termes, le parasite pourrait avoir subi une évolution
régressive de ses capacités comportementales.

Adaptatnons au paras:t:sme ou régressions ?
Le passage d'un cycle de vie libre 3 un cycle de vie parasitaire |mpI|que ou proveque
des modifications marphologiques, biologiques et comportementales chez un grand
nombre d'espéces, y compris chez les acariens (Fain 1969, Radovsky 1969).
Comparé au type primitif des mésostigmatés, Varroa présente un certain nombre de
modifications intéressantes. La forme de son corps Ilui permet de se glisser entre les
sternites des abeilles adultes, de pénétrer sous les Iarvés ét de vivre dans les
alvéoles de couvain operculé. Les ambulacres de Varroa ont une fonction de
ventouse (Liu et Peng 1890) et de griffes (Ramirez et Malavasi 1991). Elles sont
puissantes, ce qui lui permet de rester des heures durant sur l¢ plafond de 'alvéole.
Les piéces buccales de Varroa ont subi dimportantes modifications chez la
femelle et chez le male (Delfinado-Baker 1984; Griffiths 1988; Hirschman 1880;
Ifantidis & Rosenkranz 1988; Steiner 1988). Le processus immobile des cheélicéres a
totalement disparu, tandis que le processus mobile a pris la forme d'une lame dentée
chez la femelle, et s'est développé en un spermadactyle tubulaire chez le male. La
* prise de nourriture, soit 'hémolymphe de I'abeille, est améliorée chez la ferﬁelle, car
elle peut directement appliquer son hypostome contre |3 plaie percée par les
chélicéres (Griffiths 1988; Strick & Madel 1989). Tou‘tefois, cela n'est valable ni chez
le méale, ni chez les proionymphes qui sont incapables de se nourrir d'eux-mémes en
absence d'un lieu de nutrition préparé par une femelle adulte.

La modification des chélicéres des méles en spermadactyles est observée chez
d'autres gamasides et le niveau d'évolution est variable (Krantz 1978;' Lee 1974;
Young 1968; Wooley 1988). Chez les Macrochelidae, les chéliceres du male sont en
forme de pinces constituées des processus mobile et immobile, & quoi s'ajoute un
spermadactyle creux en forme de tube. Pendant I'accouplement, le sperme est
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transporté de I'ouverture génitale jusqu'a la base des chélicéres pér un organe
éjaculatoire extrudable. Puis & la base du processus mobile, le sperme pénétre dans
un canal qui le conduit dans le spermadactyle tubulaire (Krantz & Wernz 1979).

Les gamasides qui vivent dans les nids des mammiféres méritent que I'on s'y
arréte, car ils présentent d'étonnantes similitudes avec Varroa. Dans le genre
Haerhogamasus, on distingue trois niveaux d'adaptation au parasitisme (Radovsky
1985). Des espécés polyphages, se nourrissant d'arthropodes ou de champignons, |
gui sont nidicoles facultatives et dont les chélicéres sont en forme de pinces chez les
deux sexés. ‘D'autres especes, dont les chélicéres sont modifiés, mais qhi ne
peuvent percer 'épiderme de 'hote et doivent profiter des plaies pour se nourrir de
lymphe et de sang (Furman 1959). Finalement, des parasites obligatoires dont les -
chéliceres sont profondément modifiés chez les deux sexes. lIs refusent de se nourrir
. d'arthropodes (méme broyés) et sont hé‘matophages stricts (Furman 1959, Radovsky
1960, 1885). Chez ces derniéres espéces, ni les nymphes ni les méles ne semblent
capableé de se nourrir d'eux-mémes, si bien qu'ils se nourrissent en groupe sur une
plaie. Des observations suivies montreraient peut-étre que chez ces especes,
comme chez Varroa, seules les femelles adultes initient la plaie. |

Les parasites fécultatifs tels que Haemolaelaps peuvent jeliner durant 1-2 mois,
ce qui leur permet de résister & I'absence d'héte. Par contre, Varroa, qui est
continuellement en contact avec I'hdte, suce trés fréquemment et les acariens ne
survivent pas plus de 24-36 heures sans héte.

Cette combinaison d'adaptations évolutives et régressives observées
simultanément chez Varroa et chez les acariens parasites de vertébrés nidicoles
trouve certaines explications dans notre étude. Les chélicgres en lame permettent de
percer la cuticule_ de l'abeille et, parce qu'ils provoquent deé plaies plus petites que
celles effectuées par des chélicére en pinces, diminuent le risque d'hémorragie chez
Fhote. Puisqu'ils ont perdu la faculté de percer la cuticule de Fhote, les
protonymphes et les males sont forcés de rejoindre I'emplacement ou les femelles
adultes ont perbé la cuticule de I'héte. Ceci, évidemment, garantit le développement

' des acariens et finalement, une fois adultes, 'a réunion des sexes et |a fertilisation -

4
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des jeunes femelles. Cette explication fonctionnelle pourrait aussi s'avérer valable
chez les acariens de rongeurs du genre Haemolaelaps qui sucent en groupe sur une
unique plaie {(Furman 1966).

Gestion de I'espace .

L'utilisation de I'espace alvéolaire par les acariens présente des particularités bien
typées que jai décrites et discutées aux chapitres "Reproductive phase"” et
"Behavioural activity". Certaines zones de la paroi alvéolaire et de I'abeille sont
utilisées pour différents comportements ou 3 différentes périodes de la reproduction
et du développement. Il en résulte que les acariens doivent se déplacer d'un lieu &
l'autre et donc s'orienter dans Falvéole. Toutefois, Varroa en retire des avantages
puisqu'ainsi les acariens évitent de souiller la source de nourriture; évitent que les
individus les plus forts bloqueht I'accés du lieu de nutrition; facilitent les
accouplements et permettent aux nymphes de muer dans des zones ou elles ne sont
pas bousculées. Nous avons brievement vu que I'on trouve chez les acariens un
crescendo dans l'utilisation structurée de I'espace disponible ou de la morphologie
de '’héte (figure 4.1) (Baker 1991; Delfinado-Baker et al. 1992; Greenberg et
Carpenter 1960; Hevers 1978; Radovsky 1985; Saitd 1983, 1986; Skaife 1952; Treat
1958, 1975). Ceite utilisation de 'espace atteint un niveau similaire au moins chez
les trois espéces Schizotetranychus celanus, Dicrocheles phalanaecdectes (figure
4.1} etchez Varroa}acobsoni. Toutes ces espéces doivent donc s'orienter dans ieur
~ habitat pour s'alimenter ou pour aller déféquer. Ce va-et-vient peut étre trés long
dans le cas de Schizotetranychus ou le nid qui est composite peut atteindre 30 cm et
ou les féces sont & I'extérieur du nid (Saitd, comm. pers.).

Depuis cette étude sur le comportement de Varroa, jai travaillé sur un projet qui
consisté a l'identification des substances chimiques qui influencent le comportement
des parasites. Des exiraits de féces ont &té testés avec un biotest in vitro de
chimioréception par contact. Les acariens on émis divers types de réactions mais
n'ont pas montré le pivotement que I'on observe dans les alvéoles operculées. Dans
d'autres tests jai offert aux acariens des parois d'alvéoles infestées (cire, cocon et
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paquet de féces) étalées horizontalement et placées dans des petites boites de pétri.
Les Varroa provenant de ces alvéoles n'ont pas non plus montré le cof_npoﬂement de

United nest

 Figure 4.1 Représentation de l'organisation de Schizofetranychus celanus (Acari: Tetranychidae)
parasite des bambous (A); et de Dicrocheles phalaenodectes (Acari: Mesostigmata), parasite des
cavités des tympans des noctuides (B). A, De gauche & droite, les cellules présentent des oeufs et des
larves; des oeufs, une deutonymphe et un méle; deux femelles. B, Vue dorsale des organes
tympaniques montrant I'infestation qui est toujours unilatérale. Les acariens ont ouvert plusieurs zones
d'accés des cavités (cj) conjonctive, (s) sensille scolopariale ouvrant le sac a air tympanique (TAS) o ’
les acariens sucent et pondent les premiers oeufs; (CTM) la membrane menant & la cavité contre-
tympanique (CTC) oli les acariens déféque, muent-et probablement s’accouplent. (FT) poils fermant
I'entrée tympanique (TR). (FP) pagquet de féces. Dessins de Y. Saitd (1986) et de A.E. Treat (1975).
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pivotement lorsqu'elles passaient sur les paquets de féces. Il semble donc que la
réponse de Varroa soit conditionnelle. Bien que sans réponse, on est en droit de se
demander quelles conditions physico-chimiques ou gquel conditionnement |
“comportemental sont nécessaires & I'apparition du rythme comportemental que jai
décrit. On sait que chez ies arthropodes, les réactions comportementales peuvent
étre régulées par des facteurs endogénes (Blaney et al 1986, Klowden 1990) ou
extérieurs, par exemple la présence de produits chimiques dans leur environnement
(Raina et al. 1992).

La phase de reproduction n'est pas la seule période ou Varroa montre des
préférences pour telle partie de son héte. Le parasite infeste le plus souvent les
abeilles adultes d'age moyen (Le Conte et Arnold 1987; Steiner 1993), qui sont les
abeilles nourrices. Celles-ci sant le plus susceptibles de conduire I'acarien vers du
couvain et & I'opposé,'les moins susceptibles de mourir hors de la ruche ce qui
pefdreit le parasite. Cette préférence est d’é’rigine chimique puisque des abeilles
mortes agées de 3-10 jours sont,'en olfactométre, préférées aux abeil!és agées de
plus de 15 jours (Kraus et al. 1986, 1993) ou a celles de zéro jours (Le Conte 1990).

Si 'on considére que les insectes possédent une symétrie latérale parfaite, il est
trés étonnant d'observer que les Varroz femelles se fixent préférentiellement sous
les sternites gauches de I'abeille. De plus, d'une maniére similaire a ce que 'on
observe dans 'alvéole, Varroa pféfére nettement s'insérer sous les tergites latérales
du deuxiéme segment abdominal (Delfinado-Baker et al. 1992). Ces auteurs
expliquent ce comportement par le fait que I'abeille se nettoie principalement sur le
thorax (ailes) et le dos de 'abdomen. J'ajouterai que selon mes observations un
autre facteur est également évident : cetie inter-tergite est la plus spacieuse et il est
aisé de I'ouvrir, contrairement & celles plus postérieures. L'interprétation de la
position préférentielle des tiques sur les mammiféres invoque également la capacité
de I'ndte a se nettoyer.

Ces interprétations sont forcément sans fondement dans le cas de la pupe
~ d'abeille qui est immobile (quelques mouvements des appendices apparaissent
lorsqu’elle devient jaune-brune). Chez les vehébrés, on sait que les ectoparasites
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sélectionnent les zones de succion également selon le critére de [accessibilité des
sources de nourriture, par exemple les oreilles, les mamelles... Il apparait donc que
le choix du lieu de succion et les avantages qu'il procure meritent d'autres
recherches. Ici, je ne peux que proposer quelques éléments d'interprétations. _
Dans le cas de' Varroa pendant sa phase de reproduction on constate que les
lieux de succions sur le cinguiéme segment sént utilisés durant tout le stade de pupe
sans qu'il y ait d’hémorragie issue de cet endroit. D’autres avantages peuvent étre
en cause dans le choix du lieu de succion. La proximité et la disponibilité de
I’hémolymphe, ou la possibilité d’intervenir sur la physiologie de son hbte.

~ On sait que I'hémolymphe des insectes circule dans un circuit ouvert ou ba\ignent
les organes; toutefois, certaines structures facilitent sa circulation. C'est le cas du
diaphragme ventral qui, selon Heinrich (1976), chez les bourdon's se prolonge dans
‘Ie thorax. Dans la partie antéro-ventrale de 'abdemen, on a donc une forte
proportion de 'hemolymphe qui vient du thorax qui passe entre le diaphragme et la
cuticule et peut étre facilement accessible pour Varroa. _

" L'autre possibilité est que Varroa, en piquant en avant de I'abdomen, interviénne
plus facilement qu'ailleurs sur des fonctions physiologiques de )a pupe d'abeille.
Selon Gelbe-Swiderek (1989); Gelbe et Madel (1988) les glandes salivaires des

- femelles Varroa peuvent atteindre 220 x 140 um et leur sécrétions contiennent des
lipides, des hydrates de carbone et des protéines. L'injection dans des pupes
d'abeille d’homogénats de ces glandes provoque I'atrophie de leur muscles. On sait
par exemple que les pupes de coléoptéres et de Iépidoptéres montrent des
pulsations périodiques de la pression du systéme circulatoire. Ces pulsations sont
indépendantes des, pulsations cardiaques et sont probablement causees par des

- mouvements musculaires de 'abdomen (Slama 1976). Chez Tenebrio molitor, cette
pompe abdominale est indépendante du cerveau. On peut inhiber son activité en
cautérisant les insectes 3 travers la deuxieme stemite abdominale, ou en sectionnant
la chaine nerveuse entre le premier et le deuxiéme segment abdominal (Slama et al.
1979).
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Ponte et développement | _

Un grand nombre d'études existent sur la reproduction de Varroa qui décrivent la
ponte, la durée des stades de développement et le succés de reproduction (voir
Ifantidis et Rosenkranz 1988; Fries & al. 1994).

Dans les cellules artificielles d'ouvriéres, les femelles Varroa se libérent de la
gelée larvaire dans les 1-2 heures qui suivent l'operculation en s'agrippant a l'abeille
qui mange la gelée restante. Dans les cellules de faux-bourdons elles ¥ restent
quelques heures de plus {Ifantidis 1988). Ceci pourrait expliquer que la ponte soit
légérement retardée dans les alvéoles de faux-bourdons {71.8 hpo) par rapport é
celles d'ouvriéres {69.5 hpo). Ceci confirmerait que l'oogenese est induite tout au
- début du cycle de reproduction (Beetsma et Zonneveld 1992, Rosenkranz 1890;
Steiner 1992a,b) et plus particuliérement lorsque la Varroa fondatrice est en mesure
de se nourrir sur la farve. |

Pour comparer les durées des stades de développement et les périodes de ponte,
je me référerai exclusivement aux études qui ont utilisées des méthodes
systématiques. Seuls Ifantidis (1983) et Rehm (1988)' ont utilisé une méthode fiable.
lls ont ouvert du couvain operculé par intervalles de quatre heures. Cette méthode
donne une image précise des premiéres apparitions de chaque stade (p. ex. pontes)
et des derniéres occurences (p. ex. éclosions). L'avantage de nos données est donc
que la durée de développement d'un stade est connue pour chaque individu et ne
souffre pas des décalages ayant eu lieu précédemment (période de ponte, durée des
‘'stades précédents). Le désavantage de nos résultats est qu'il ont été obtenus en
incubateur ou les facteurs abiotiques peuvent différer de ceux de la ruche. Par
exemple, 'absence d'abeilles qi.xi ver{tilent 3 |2 surface des rayons peut provoquer la
diminution de la diffusion des gaz a travers I'o'percule des alvéoles.

Dans nos cellules, le premier oeuf est pandu entre 67 et 79 hpo, aiors que les
autres études ne peuvént mentionner que les premiéres apparitions dans les
alvéoles, c'est-a-dire 60-64 hpo (Ifantidis 1983) et 64-68 hpo {Rehm 1988). Les
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~pontes se succedent toutes les 27-28 heures (Rehm 1988), ou loutes les 30 heures
(Ifantidis 1983, présente étude).

Pour 'co'mparer les durées des stades de développement de la littérature et de nos
propres données, il faut se souvenir que les études citées ci-dessus se basaient sur
une fausse séquence de ponte des deux sexes. Rehm et Ritter (1989) (confirmé par
Ifantidis 1991) ont montré que le méle est pondu en premier et non en deuxieme
position comme on le pensait auparévant. Si l'on tient compte de cette erreur, nos

“données sont assez similaires a celles de Ia littérature qui ne donnent que des
minima et des maxima.

Un ceriain nombre de descendants ne survivent pas au développement. Au
moment de la ponte, il est déja possible de dire si le descendant‘est normal ou
anormal. S'il est normal, I'oeuf contient une jeune protonymphe (Steiner 1992a,b,
1993) dont les pattes sont bien visibles et sont repliées sous la face ventrale (Donzé
- 1991). Deux types d'oeufs non viables sont observés. Des oeufs de taille normale et
- déposés selon la séguence comporiementale gue nous avons décrite, mais dont ie
contenu est informe. ét homogéne. D'autres oeufs sont de trés petite taille et les
femelles n'arrivent pas é les eXpulser. lis restent coincés plusieurs heures dans
l'orifice de ponte puis se rompent. Une deuxiéme partie est parfois expulsée. En
général, les femelles qui pondent ces petits ceufs n'en pondent pas d'autres. ||
semblerait que Varroa soit capable de résorber la matiére nufritive des ceufs en
phase post vitellogénése lorsque les conditions sont défavorables (Steiner et Diehl,
comm. pers.), dés lors on peut se demander si les femelles interrompent la ponte
lorsque les conditions sont défavorables. Ceci leur permettrait de corgéerver leur
matériel génétique (ovules, spermatozoides) et des réserves nutritives pour les -
cycles de reproduction ultérieurs dans des conditions plus favorables.

Durant le développement, la mortalité des descendants est causée par des
facteurs externes tels que destruction durant Ja pupation de I'hdte ou 'Iorsque les
Varroa bousculent les oeufs. Cependant, d'autres cas de mortalité dont les causes
ne sont pas connues sont également observés. On peut mentionner le cas assez
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fréquent des jeunes femelles trouvées mortes aprés la mue imaginale. Ces femelles
n'ont aucun volume et ont la forme d'une coupelle tres fine et sont uniquement
constituées des deux couches de cuticule.

Induction et arrét de fa ponte

Comparé a l'importance économique des ravages de ce parasite, trés peu d'études
ont fait I'objet de l'induction et aucune du blocage de I'oogenése. Bien que I'hormaone
juvénile n’'ait jamais été mise en évidence dans l'ordre des Acarina, des expériences
ont montré que cette hormone (ou ses analogues) influence I'cogenése et la ponte
chez les tiques {Connat & al. 1983; Pound et Oliver 1979) et les acariens
mésostigmates (Oliver et al. 1985; Thind et Edwards 1990). Hanel (1983, 1986);
Hanel et Koeniger (1886) montrent que chez Varroa la proportion de femelles fertiles -
augmente aprés qu’on ait traité avec 'lhormone juvénile 1l les abeilles adultes ol se
trouvent les acariens ou les larves d'abeilles que 'on infeste avec 'acarien. Ces
expériences n'ont pu étre confirmées {Milani et Chiesa 1990) et les taux d'hormene
juvénile mesurés chez I'abeille indienne (A.cerana), les abeilles européennes et
africanisees (A. melfifera) montrent de faibles différences (Rosenkranz et al. 1990,
1993). Il est donc peu probable que l'infertilité des Varroa observée dans le couvain
d'ouvriéres africanisées (Moretto et al. 1991; Rosenkranz 1990) et d'A. cerana
(Tewarson & al. 1992) soit due au manque d'hormone juvénile comme le suggeére
Hanel. Cela ne prouve toutefois pas que I'hormone juvénile puisse avoir une
influence sur la reproduction de Varroa. De toutes les études ou une hormone
juvénile ou des analogues influence I'oogenése chez des acariens (Acarina), seul
Varroa est susceptible de réellement rencontrer cette substance dans son régime
alimentaire, puisqu'il se nourrit sur un-insecte. ‘

Avant de conclure sur le role de 'hormone juvénile chez Varroa, il faudra une
étude Compléte qui tienne compte des interactions entre I'hote et le parasite. La
complexité de ces interactions est illustrée par nos connaissances sur 13 physiologie
de I'abeille. On sait : @) que le taux d’hormone juvénile est plus élevé chez les
abeilles adultes d'été que celles d'hiver (Fluri & al. 1977, 1982); b) qu'en été, les
abeilles privées de couvain possédent un taux d'hormone juvénile plus faible que
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celles des ruches qui élévent du couvain, c) que les différences physiologiques ne se
limitent pas au taux d’hormone juvénile (Fluri & al. 1977, 1982).

Ces données concernant 'hdte sont importantes pour le parasite car on sait a)
que' Varroa présente une faible fertilité a la fin de 'hiver (Ifantidis et Rosenkranz
1988; Otten 1991); 'b) que la fertilité de I'acarien est également trés faible en éte',I
aprés une interruption de couvain dans la ruche (Rosenkranz 1990; Steiner 1991,
1992); c) que la phase de parasitisme de I‘_'acarien sur les abeilles adultes influence
|la fertilité des Varroa (Beetsma & al. 1992; Milani et Chiesa 1990). | | o

On doit encore mentionner que les paramétres physiologiques de I'héte évoluent
non seulement avec les saisons mais également au cours de la vie de l'abeille
(polyphénisme), et qu'on a montré leur importance (Robinson et Ratnieks 1987,
Robinson 1992) dans la modulation des comportements de I'abeille au cours de sa
vie {polyéthisme, Lindauer 1952, Seeley 1982). Si la physiologie des abeilles est
importante pour la reproductién des acariens, les Varroa qui choisissent des adultes
d'un 4ge déterminé (Kraus 1990, 1993; Kraus et al. 1986; Steiner‘1993), le font donc
dans le but d'assurer leur maturation. | '

Comme je 'ai mentionné au début de ce chapitre, aucune étude n'a été entreprise
sur 'arrét de I'oogenése qui se produit Iongterﬁps avant I'émergence de la jeune
abeille. Cet arrét de la ponte me semble trés important, car il montre, s'il était
nécessaire, que Varroa est magnifiquement adapté a son héte: les descendants qu:
seraient pondus plus tard n'auraient aucune chance d'atteindre I'age adulte, ce qui
serait un gaspillage de spermaiozo‘n‘des, de réserves alimentaires et de plus, ces
descendants éppauvriraient_ I'hdte en se nourrissant. D'autre part, un plus grand
- nombre de descendants augmenterait Ja compétition entre les acariens etla
probabilité que 'hdte meurt. Le nombre d'oeufs pondus par une femelle est dans la
majorité des cas 4-5, mais dans les alvéoles de faux-bourdons un sixiéme est parfois
pondu (Ifantidis 1984). Comme le développement des faux-bourdons est plus long
que celui des ouvriéres, cet oeuf supplémentaire pourrait indiquer que le blocage de
la ponte intervient & un stade précis de la métamorphose de I'héte.

Un autre aspect de la reproduction de Varroa est observée avec une grande
régularité; on peut se demander grace a quel mécanisme la femelie pond toujours
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l'unique male en premier. Chez les acariens tétranyques, I'appariiion préférentielle
des oeufs haploides en début de ponte a été expliquée par le fait que les
spermatozoides ne sont pas encore présents dans la spermathéque (Helle 1967).
Cela n'est pas le cas chez Varroa, puisque cette espéce peut se reproduire lors de
plusieurs cycles. | \ '

Sexe ratio

Le sexe ratio de Varroa dans les cellules de couvain est nettement en faveur des,
femelles. De plus, le nombre de méles pfoduit est dans la grande maijorité des cas
€gal a un et la séguence de ponte est trés stable.

Selon Fisher (1930), I'équilibre du sexe ratio observé chez la plupart des étres
vivants est obtenu par sélection naturelle de la maniere suivante: si un déséquilibre
apparait et que la production de femelles est supérieure a celle de males, alors ces
derniers pourront féconder beaucoup de femelles et chacun d'eux aura plus de
" descendants que les femelles. Il en résulte que les parents de ces méles ont plus de
petits-enfants que ceux qui ont produit les femelles. Si le facteur "produire des
méles” est transmis génétiquement, alors il augmente dans la population et
I'équilibre se rétablit. Cet état d'équilibre n'est obtenu que si les individus de la
population peuvent copuler entre eux au hasard (panmixie), ce qui n'est pas toujours
le cas. _

Hamilton (1867), a montré que pour un grand nombre d'espéces d'insectes et
d'acariens le sexe ratio se maintient a 'avantage des femelles. En bref, cette
situation semble due au fait que les accouplements ne sont possibles qu'au lieu
d'émergence des adultes gui est cloisonné (Local Mate Competition = LMC) et donc -
que les males ne peuvent féconder que leur soeurs. Comme:la compétition entre
males n'a lieu qu'entre 'frére's, les femelles méres ont avantage & produire plus de
femelles et juste assez de méales pour fécander toutes leurs soeurs (Green & al.
1882: Hamilton 1867; Hartl 1971; Waage 1982, Wrensch et Ebert 1993).

Chez certaines especes de guépes, le sexe ratio dans la descendance d'une
femelle varie selon le nombre de femelles rﬁéres dans I'enceinte de reproduction
(Charnov 1982; Herre 1985, 1989, Wrensch et Ebert 1993). Lorsque plusieurs
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femelles se reproduisent simultanément, la proportion de descendants males
augmente. | | | '

Cette modulation peut se fixer dans la population. Ainsi, Herre (1987) montre que
les espéces pollinisatrices des figuiers ou l'infestation moyenne est faible (moins de
femelles infestantes par figue) ont une proportion de méles plus-faible dans leur
descendance que les espéces ou linfestation moyenne est forte. Toutefois, le sexe
ratio n'est'que partiellement fixé dans |a population mais se module 'quelque peu en
fonction du nombre de fondatrices présentes simuitanément dans une figue (Herre,
comm. pers.). L '
~ Chez d'autres espéces de guépes parasites, on observe une forte propension a
produire un nombre fixe de méles (Green et al. 1982). Ces auteurs proposent un
modéle qui prédit que cette stratégie a un meilleur succés de reproduction que celle
de produire des méles selon une distribution binomiale (Hartl 1971).

Le sexe ratio chez Varroa est-if adaptatif ? .

Le maintien d'un sexe ratio déséquilibré en faveur des fem-elles est lié aux
caractéristiques typiques observées chez les especes qui se reproduisent dans des
environnements cloisonnés (LMC). Hamilton (1967) a synthétisé ces caractéristiques
(extreme biofaciesj, et comme nous le voyons ci-dessous, Varroa s'y adapte |
fidélement (voir aussi Ramirez 1987):

a) les femelles sont en surnombre dans la descendance de Varroa (spanandrie)
(Fuchs et Langenbach 1989; ifantidis 1983; Rehm et Ritter 1989; présente étude); b)
la reproduction est du type arrhénotoque, c'est & dire que les males sont haploides
et les femelles sont diploides (de Ruijter et Pappas'1988; Steiner & al. 1982), c) le
développement des fréres et soeurs est grégaire. Chez Varroa, ce comportement est
favorisé par le paquet de féces; d) les males adultes muent les premiers (protandrie)
et ont une stratégie qui favorise l'insémination d'un grand nombre de femelles filles;
e) les accouplements ont lieu juste aprés la mue imaginale des femelles; f) les males
sont incapables d'émigrer et ne survivent pas dans s ruche hors des alvédles, ce qui
empéche les fécondations au hasard; g) les femelles filles stockent le sperme dans
leur spermathéque. C’est bel et bien le cas chez Varroa ou, de plus, le nombre de
épermatozo‘l‘des augmente avec le nombre d'accouplements, provoquant ainsi une
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pression sélective sur les males. Ceux-ci auront plus de descendants si leur capacité
sexuelle est meilleure; h) il y a au moins un méle pour chague groupe de
descendants.

J'aimerais discuter plus a fond le dernier point. Si I'on considére le sexe ratio lors
de la ponte, Varroa produit toujours le nombre minimal de méle requis pour assurer
I'insémination des femelles, soit un. Toutefois, si I'on considere Ie. sexe ratio
opérationnel, soit les descendants matures, on constate dans mes résultats et ceux
d'autres auteurs que les males font souvent défaut, et dés lors, on peut se demander
si d'autres alternatives ne seraient pas plus avantageuses pour assurer
I'insémination des femelles. Deux alternatives de régulation du sexe ratio peuvent
étre considérées; soit 1a produbtion du nombre de méles selon une loi binomiale
(Hartl 1971), soit la production d'un nombre fixe de males par ponte, mais supérieur
aun. |

Dans les deux cas, les avantages seraient qu’un plus grand nombre de cellules
contiendraient au moins un méle et les femelles seraient en moyenne mieux
inséminées. De plus, dans les cellules multiinfestéeé, les femelles ayant produit deux
males pourraient attendre plus de petits-enfants, car leurs fils auraient une
probabilité plus forte de féconder les jeunes femelles des cohabitantes.

Les désavantages d'augmenter le nombre de méles sont évidents chez Varroa. lIs
sont liés aux ressources qui sont a la disposition du parasite durant son cycle de
reproduction. La durée de la reproduction est limitée par le développement de I'hdte
tandis que la nourriture disponible est fixe, puisque I'hdte ne se nourrit pas. Il s'en
suit que chaque male supplémentaire réduit d'autant le nombre de femelles, ce qui
représente une forte diminution du taux de reproduction.

Chez Varroa, un unique oeuf haploide est pondu au début de chaque ponte, et le
méle adulte émerge en premier. D'aprés nos observations, il faut environ 20 heures
pour sa maturation sexuelle, et avant que cette période soit écoulée, un male place
avec des femelles ne montre pas de séquence compléte d'accouplement. Mais
lorsque la premiere fille émerge, le méle est sexuellement mature.
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La protandrie est fréquente chez les insectes, mais également chez les acariens
et un grand nombre d'explications différentes ont été avancées. Une d'entre elles est
que l'emergence précoce du méle est une réponse a la compétitian au niveau du
sperme. Cette compétition est présente soit chez les espéces ou il y a une |
précédence de la fécondation (sperm competition), soit chez les espéces ol ily a un
mélange du sperme (sperm mixing), ou chez les espéces ol le premier:
accouplement d'une femelie féconde une grande proportion des oeufs qu'elle
produira (Wedell 1992). La précédence de la fécondation existe chez les acariens
(Radwan 1991, Yasui 1988) mais n'a pas été étudié chez Varroa. Toutefois, comme
le montre nos résultats, il faut plusieurs éc‘couplements pour assurer la fécondité des
femelles, et par conséquent il me semble peu probable qu'il y ait é\}iction des
spermatozoides d'un méle par un autre. Par contre, nos résultats indiquent qu'il y a
meélange de sperme de plusieurs accouplements. 1l s'en suit que les males qui, dans
une alvéole, atteignent les premiers I'age adulte, vont pouvoir rapidement
s'accoupler avec les femelles et ont donc un net avantage sur les méales qui -
~ haifraient par la suite. En'conclusion, le développement de la protandrie a pu étre
favorisée chez Varroa par le fait que la quantité de spermatozoides dans la
spermathéque est limitée. |

1

Nombre d’ceufs | . ‘

Varroa, en tant qu'ectoparasite du couvain de I'abeille mellifére, présente plusieurs
traits communs avec les insectes parasitoides. Afin d'assurer la survie et le -
développement de leur progéniture ils doivent limiter le nombre d'ceufs pondus en
fonction des ressources nutritives que constitue 'hote. Ainsi I'héte doit pouvoir
nourrir un maximum de descendants. Dans le cas de Varroa, cet acarien ne peut
quitter lui-méme la celllule operculée, il doit donc, en plus, éviter de tuer son héte afin
de le laisser émerger de Falvéole. Donc la nourriture que Varroa peut prélever sans
tuer son héte est faible.

Comme je I'ai déja mentionné, le nombre d'oeufs pondus chez Varroa lors de
chaque cycle de reproduction est sans nul doute conditionné par la durée du
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développement de I'néte. Pour augmenter ce nombre, Varroa adrait donc dl
raccourcir 'espace entre les pontes et diminuer la taille de ses ceufs. On sait que
dans le méme groupe systématique, le taux d'oviposition varie grandement d'une
espece a l'autre et est souvent plus élevé que chez Varroa (Amano et Chant 1978,
Camin 1978; Maurer et Baumgértner'i 992; Rapp 1959, Walter et Lindquist 1989). Le
deuxiéme facteur, soit I taille des oeufs (le ratio volume femelie/volume d'un oeuf)
varie dans une plus faible proportion (Yastrebtsov 1992). Evidemment, les facteurs
abiotiques jouent un réle dans I'évolution du cycle de reproduction, mais chez
Varroa, ceux-ci sont sirement en sa favéur puisque la température du couvain est
élevée et que la source de nourriture est présente en permanence.

Malgré ces considérations, Varroa au cours de I'évolution s’est fixé sur le
comportement de ponte décrit dans mes résultats. Alors, comment interpréter la
situation observée chez Varroa ? Je considérerai séparément la taille des oeufs et
leur nombre. |

_ Lataille des oeufs définit les réserves qu'ils contiennent et donc les chances de
survie de la protonymphe aprés son éclosian lorsqu’elle doit jelner. Comme je I'ai
montré, les protonymphes sont incapables de percér la cuticule de 'hote et de plus,
certaines doivent chercher longtemps pour rejoindre I'endroit-ou la femelle mére a
préparé le lieu de nutrition. Ces protonymphes sont hyperactives jusqu’a ce qu'elles
reussissent, et, en cas d'échec, meurent ap;'és approximativement 20 heures.

Si 'on considére le nombre d’oeufs, un élément important est qu'il ne change
pratique_ment pas lorsque le taux d’infestation varie entre une et quatre fondatrices.
Ceci indique que Varroa n'est pas capable de modifier la taille de sa ponte en
fonction du nombre de femelles présentent dans une alvéole. |} est peu probable que
cela soit d( a une incapacité de détecter la présence d'autres femelles. Par contre, si
F'on considére que la ponte est parfois plus grande dans les cellules de faux- '
bourdons que celles d'ouvriéres, soit six au lieu de cing, l'incapacité de Varroa de
moduler son oviposition pourfait indiquer que I'arrét de ponte est régulée par des
facteurs apparaissant durant le développement de son héte. Dans ces conditions, la
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ponte des femelles doit, au tant que cela se peut, étre aussi bien adaptée aux
uniinfestations qu’aux multiinfestations. '

Un certain nombre d'études théoriques on été publiées sur le nombre d'oeufs des
pontes des parasitoides ou des insectes qui pondent dans des environnements
| (patches) aux ressources limitées. La taille moyenne de la ponte stable en terme
d'évolution décroit lorsque le nombre de femelles pondant dans une méme zone
augmente (Parker et Courtney 1984; Parker et Begon 1986). Mais selon Ives (1989),
le nombre d'oeufs pondus peut augmenter si la compétition entre individus a des
conséquences bénignes car dans ce cas, les femelles escomptent plus de survivants
parmi leurs descendants. Par contre, le nombre d'oeufs doit décroitre si les
conséquences de la compétition sont sévéres. Cette deuxiéme prédiction s’applique
a Varroa, puisque la mort de I'héte fait échouer toute la reproduction et de plus tue
les adultes responsables. |l est intéréssant de noter qu'une des présuppositions de
ces modéles mathématiques est que les femelles produisent le méme nombre
d'oeufs a toutes les pontes. Comme nous l'avons vu, cette condition est
effectivement remplie chez Varroa.

Pastulons donc qu'avec la taille de la ponte de Varroa, la capacité de I'hdte n'est
pas totalement u;iliséé lors des uniinfestations, mais s'inverse lors des
multiinfestations. Deux résultats le montrent. PFemiérement, nous avons vu que le
succés de reproduction était fonction du nombre de femelles infestantes. La balance
(trade-off) entre les avantages et les désavantages (entre le sexe ratio et le nombre
de survivants) -aboutit & un optimum de filles adultes fertilisées lorsque deux femelles
ont infesté une slvéole' . Deuxiémement, Varroa favorise la compétition entre ses
descendants en ne formant qu’un lieu de succion. Il est surprenant mais significatif
de constater qu'avec nos simulations, la saturation du lieu de succion est observée
pour deux familles d’acariens. L.a compétition au trou de succion n’a probablement
que trés peu de conséquences lors des uniinfestations ou le facteur limitant est la
mortalité des males. Par contre, lorsque le taux d'infestation dépasse deux familles,

! Jaimerais mentionner qu'un des aspects de cette balance entre les coiits et les bénéfices des
différents taux d'infestations n’a malheureusement pas été étudié. 1l s'agit du taux de mortalité de
I'hdte. Celui-¢ci augmente probablement avec le taux d'infestation des alvéoles.
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la compétition entre individus est une des causes de la diminution du succés de la
reproduction.

Distribution des Varroa dans les alvéoles '

Nos résultats suggérent que l'invasion des alvéoles de couvain par les acariens n'est
pas aléatoire et que |a variation par rapport a une distribution de Poisson est
beaucoup plus nette dans le couvain de faux-bourdons. Par rapport & une
distribution de Poisson, la distribution des Varroa meres dans les alvécles montre un
plus grand nombre de larves non infestées, ainsi qu'un plus grand nombre d'alvéoles
fortement infestées. De telles distributions étalées (overdispersed distributions ) sont
fréquentes chez des parasites appartenant 4 un trés large éventail de groupes
systématiques tels que nématodes, trématodes, tiques et acariens qui parasitent des
vertébrés comme des invertébrés (Anderson & May 1978; Begon & Mortimer 1986;
Guyatt & al. 1990; Maizel & al. 1993; Randolph 1975). Considérant qu'une telle
convergence est apparue chez des parasites ay'alnt une biologie si différente, on doit
se demander si les mémes causes produisent les mémes effets.

Facteurs proximaux _

Les mécanismes proximaux qui sont a l'origine de ces distributions non aléatoires
doivent étre recherchés chez 'hdte cémme chez le parasite. Il me parait peu
vraisemblable que les mémes rﬁécanismes interviennent dans le cas des helminthes
ou de Varrpa. Dans te cas des helminthes, les comportements des individus de
l'espéce héte peuvent favoriser l'infestation. Dans le cas des tiques de petits
rongeurs et de musaraignes, 1a taille du territoire et la distance parcourue par les
ind'ividus peuvent influencer la fréquence de contact avec les tiques. De plUs. les
tiques elies-mémes ne sont pas distribuées au hasard ni dans le temps (saisons) ni '
dans I'espace (p. ex. nids) (Randolph 1975). Dans le cas des helminthes de 'homme,
des facteurs sociaux (profession, situation sociale) s'ajoutent aux facteurs
comportementaux (Schad & Anderson 1985). Dans les cas cités ci-dessus et dans de
nombreux autres cas, il faut ajouter les réactions immunologiques induites par les
infestations antérieures ainsi que des prédispositions génétiques. Dans le cas de
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I'invasion des alvéoles de couvain par Varroa, la situation est toute différente, car
I'héte est trés peu mobile, sa distribution sur un cadre est homogéne et les larves
n'ont pas été infestées antérieurement.

Voici deux hypothéses non-exclusivés pour expliquer I'apparition des distributions
agrégées de Varroa. La premiére, est que les larves d'abeilles ne produisent par
toutes la méme quantité de composés attractifs ou des composés répulsifs pour

"I'acarien. Ainsi, les larves de reines sont peu attractives pour Varroa et produisent -
une plus grande quantité de oléate de méthyle (Trouiller et al. 1994). Or, cette
substance est répulsive pour Varroa (Le Conte 1990; Le Conte et al. 1988). Notons
qu'une telle situation pourrait étre également présente dans le cas des parasites de
mammiféres dont le cycle passe par un stade infectant actif (p. ex. miracidie) ocu un
vecteur. La deuxiéme hypothése est que les acariens femelles laissent une trace
lorsqu'elles pénétrent dans une alvéole et qu'elles se glissent sous la larve d'abeille.
Cette trace favoriserait l'infestation de cette alvéole par d'autres femelles. Selon
Rickli & al. (1994), I'acarien posé sur un extrait de larve d'abeille augmente sa

~ vitesse de dépiacement et, lorsqu'il arrive au bord, retourne sur la zone traitée. Ce

comportement, s'il est également émis sur les larves augmenterait la probabilité que
les acariens détectent la trace éventuelle laissée par un prédecesseur. Notons |
toutefois, que ce test in vitro ne fournit pas de fente ol les femelles Varroa pourraient
se glisser. Cette fente pourrait a elle seule induire le comportement de se glisser
entre la larve et la paroi de I alvéole.

- Dans tous les cas, il est intéressant de rappeler que seules les distributions des
Varroa dans le cas des faux-bourdons se différencient réguliérement des
distributions de Poisson. Hors, chez A. cerana on sait que Varroa infeste .
exclusivement le couvain de faux-bourdons. Dans les deux hypothéses ci-dessus, la
durée durant laquelle les acariens peuvent infester les alvéoles influence le taux
d'agrégation. On sait que les Varroa bénéficient de 40 heures pour infester les
alvéoles de faux-bourdons, contre seulement 20 heures pour les alvéoles d'ouvriéres
(fantidis 1988;\ Boot & al. 1892). Dans le couvain de faux-bourdons, cette pius
longue période permet l'infestation par un plus grand nombre d'acariens que dans
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les alvéoles d'ouvriéres. Toutefois, méme en considérant le faible volume de la
ruche, il est remarquable qu'avec une si courte période d'infestation, un tel biais des
distributions puisse apparaitre.

Selon Crofton (1971), des facteurs non aléatoires peuvent provoquer de telles
distributions. Dans une ruche, les facteurs non homogenes sont assez rares,
toutefois, des cycles de couvain apparaissent, et sont liés par exemple a la
météorologie, a l'essaimage. Ces cycles aboutissent & ce que les quantités de
cellules disponibles pour l'infestation varient et par 1a méme, le taux d'émergence
des acariens. De plus, & 'émergence, la population de Varroa est composée de
femelles d'ages différents. Cela constitue des sous-populations qui vont infester le
couvain plus ou moins successivement. Ces constatations sont cohérentes avec le
modéle proposé par. Fuchs (1985, 1988, 1992); (Crofton 1971) qui dit: les valeurs
des distributions observées de Varroa peuvent étre simulées par I'accumulation
d'une série de distributions de Poissons de telle maniére que le nombre d'acariens et
de cellules soit celui de la distribution observée (Fuchs 1988). Toutefois, cet auteur
ne décrit nulle part le critére de choix des distributions de Poisson.

Ainsi, je peux m’i'maginer que chaque sous-population dé Varroa pénétre au
hasard dans le couvain dispénible, et ceci durant une courte période. Comme la
péricde d'infestation est plus longue dans le couvain de faux-bourdons, plusieurs
sous-populations infestent le couvain et donc le biais est plus grand que dans le
couvain d’ouvriéres.

L'idée des sous-populations d'acariens formant un continuum est partiellement
soutenu par le comportement d'infestation d'un unique lot de Varroa. Dans chacune
_ des trois ruches qui n'élévent pas de co’uvain, on introduit un unique lot d'acariens
qui émerge d'un cadre de couvain; puis chaqué jour on donne aux ruches du couvain
ouvert juste avant 'operculation. 50 % des acariens ont pénétré le couvain .
d'ouvriéres aprés 2, 4 ou 8 jours et non aprés une période déterminée. Notons
toutefois que dans ces conditions expérimentales, une forte proportion de Varroa
tarde & infester le couvain (jusqu'a plus de 20 jours) {(Boot & al. 1993). Est-ce que le
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fait que les ruches nm'élévent pas elles-mémes du couvain medifie la physiciogie des
ouvriéres adultes et ainsi manque de stimuler les acariens & infester le couvain ?

Facteurs ultimaux
Les facteurs ultimaux qui favorisent I'évolution de ces distributions non aléatoires
n'ont que peu fait I'objet de hublications jusqu’'a ce jouf. Selon’Bego_n & Mortimer
(1986), ces distributions a forte agrégation permettent de laisser un pourcentage
élevé d'individus non parasités, ce qui créée un refuge partiel pour I'espéce héte.
Ceci est aussi vrai chez Varroa, puisque l'ecart entre le pourcentage de cellules non-
parasitées et celui prédit par des di,stribtjtions de Poisson est toujours positif. Dans le
cadre de l'interaction abeille-Varroa, cet aspect n'est pas dénué d'intérét. En effet,
chez A. cerana, I'acarien ne parasite que le couvain de faux-bourdons, qui est limité
en nombre (De Jong 1982; Koeniger & al. 1981; 1988, Rath 1991a,b; Tewarson & al.
1992). Les faux-bourdons qui'ont été parasités durant leur développement
produisent moins de spermatozoides (Schneider & Drescher 1987). Dans ces
conditions, |'effet de refuge partiel assure un certain pourcentage de faux-bourdons
sains, ce qui permet de maintenir e niveau de reproduction de 'hote.

~ Dans la présente étude, je montre que deux autres mécanismes ont pu favoriser le
développement de ces distributions non-aléatoires. On a vu que le succés de
reproduction ‘(nombre de femelles fécondées) varie en fonction du nombre de meres |
et qu'il est.optimal lorsque deux ou trois femelles infestent une alvecle. De plus, le
pourcentage de femelles filles qui peuvent étre fécondées augmente dans les
cellules multiinfestées; il en résulte moins de Varroa stériles. Dans les résultats, j'ai
principalement mis l'accent sur le premier aspect, parce qu'il est directement
quantifiable pour chaque cycle de reproduction. Toutefois, 'impact des femelles
restées stériles n'est pas négligeable, car sans pouvoir se reproduire, ces femelles
chargent inutilement 'hdte et augmentent le risque de transfert de maladies
secondaires. De plus, lorsqu'elles se trouvent dans, des alvécles avec d'autres
femelles feriiles, elIes-augméntent le risque que les parasites soient détectés par les
abeilles et que l'alvéole soit vidée. Aux facteurs déja mentionnés, ii faut ajouter que
les cellules multiinfestées présentent I'avantage de réduire le taux de consanguinité
de la population, car elles permettent 'échange des gén‘es entre les familles.
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En conclusion

A la lumiére des résultats de ce travail, nous pouvons conclure que Varroa utilise
I'espace de 'alvéole d’'une maniére trés structurée afin de permettre la cohabitation
d’'une ou plusieurs familles d'acariens et afin d’assurer la rencontre de tous les
descendants matures. Chaque Varroa femelle produit avec régularité un faible
nombre d'oeufs contenant le minimum possible d'oeuf haploide (un) malgré que sa
survie ne soit pas assurée. Une modeélisation de Ia reproduction de Varroa qui
prendrait en compte tous les différents parameétres et leurs différentes options,
devrait permettre de comprendre la stratégie que le parasite a finalement adoptée en
fonction des contraintes et des libertés qu'il avait & sa disposition.
Comme nous 'avons vu, le succés de reproduction de Varroa, et par 13, la pression
évolutive qui s’est exercée sur son comportement, sur le sexe ratio de sa
descendance, sur la taille de sa ponte et celle de- ses oeufs ne se limite pas aux
seules données du couvain uniinfesté. En infestant le couvain d'une maniére non
aléatoire, Varroa utilise une stratégie qui combine les avantages cumulés du choix
du sexe ratio; du nombre d'oeufs pondus et du stade de développement de la
nymphe au moment de la ponte. Cependant, pour tirer avec certitude de telles
conclusions évolutives, il faudra entreprendre les quantifications de ces facteurs
chez I'héte d'origine A. cerana.
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VII Summary

1. Varroa jacobsoni (Acari: Mesostigrhata), an ectoparasite of the Asian honeybee
Apis cerana, has been introduced world-wide, and is currently decimating colonies
of the European honeybee Apis mellifera. Varroa's reproductive cycle is tuned to
that of drone brood cells, those mainly parasitized in the original host. However,
the parasite can also exploit the smaller worker cells.

2. A new and simple technique with transparent polystg'/rol cells was developed
which allows observations in the capped brocd. Artificial transparent worker and |
drohe broed cells infested naturally in beehives weré observed round the clock _
thanks to video recording under standardised conditions in an incubator. At first -
sight the brood cell would appear to provide an ideal environment but the-time
and space available are limited by the short duration of bee development, the
changes occasioned by cocoon spinning, and pupal rﬁetamorphosis. ] established
how Varroa succeeds in parasitizing the developing bee and describe how Varoa
females structures the living space for its developing family, and cornpare'this
organisation wiih that of other mites species. Soon after the beginning of the

" bee's pr'epupal stage, the female forms a fecal accumulation (FA) on the posterior
part of the cell wall near the prepupal anus. The tracks made by Varroa on the cell
wall prior to defecation is studied and with time she shows a typical pivoting
behaviour which evidently permits the concentration of the feces on one spot. The
FA serves as a rendezvous site for all Varroa life stages which arrest on it

. between their feeding bouts. Finally adult offspring mate on the FA.

3. Shortly after the moult of the prepupa into pupa, the Varroa foundress will

invest a long time in preparing a single feeding site, preferentially situated on the
ventral side of the fifth segment. In most cells a smgle feeding site is used at the
same time by all individuals of one or several families. The investment by the
Varroa foundresses in establishing the feeding site is critical for her descendants
since no protonymphs survive on pupae without a prepared feeding site. Since the
behaviour of the mothers no only serves herself, but also her offspring, we
conclude that Varroa exercises parental care. Furlhermofe, the sharing of
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common structures such as the feeding site by individuals of several families to
permit the highest number of descendants to develop, presents aspects of
parasociality. '

4. The time-activity budget of all developmental stages was also studied. At the
outset of the protonymphal stage a behavioural rhythm is acquired and is
reinforced thereafter. Once fed, the mite leaves the feeding site and soon returns
to the cell wall where it arrests on the FA and usually defecates. When hungry,
the mite descends onto the bee and searches for the feeding site. The same path
is usually used and the duration of the successive journeys grows shorter. This is
true for both the foundress and her descendants which optimalize their search

- efficacy and thus become less sensitive to the effects of competition.

A multifactorial analysis of the behavioural activity of foundresses during the
course of the reproduction cycle, and of the offspring during their development,
shows a convergence towards the above mentioned behavioural equilibrium. Its
_principal components are resting on the cell wall, i.e., mostly on or near the FA;
and feedihg on the pupa. These results lead to the conclusion that Varroa
compartmentalises its behaviour for the best use the small free space available in
the capped brood cell. The main advantages are the avoidance of fouling the food
source, the avoidance of crowding of individuals at the feeding site, the easy
encounter of mates on the FA and the possibility for individuals to find zones
away from the centre of activity for moulting. '

) 5. Nevertheless, use of a single feeding site leads to competition for food when
the number of mites increases in the cell. The observations show that the
youngest mites are more disadvantaged to compete for the feeding site since they
have to wait longer to occupy it, and moreover, they are more often pushed off by
bigger stages during their feeding bouts. The data on the feeding pattern of each
Varroa life stage were used to simulate the occupancy of the single feeding site.
The aoccupancy of the feeding site was cyclic in the observed as well as in the
simulations due to the regular reappearance of mobile instars in the cells. In |
single infested cells the simulations only rarely showed an overoccupancy of the
feeding site but with two families per cell the median of the occupancy simulations
is situated just under the maximum time available, indicating éompetition in some
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of these cells. This give one explanation for the reduced number of maturing
daughters observed in the multiinfested cells compared 10 single infested ones.

6. Despite this disadvantage, multiinfested cells occur regUIarIy. The frequency
distributions of infesting mites per cell are not random in drone cells, but are
‘_overdispersed, and approximate with negative binomial distributions. This might
suggest that some advantages for the parasite accrue from multiinfestations of
cells. Data from natural cells demonstrate that males are scarce in singlé infested
cells but higiher in occurrence in multiinfested cells. This increases the proportion
of daughters which can be fertitised. - |

7. Mating of Varroa daughters occurs just after ecdysis, as soon as they arrive on
the faecal accumulation where the males also are arrested. Such females are
remated as long as no other ffeshly moulted daughter arrives on the faecal
accumulation. Dissections showed that the number of spe'rmat.ozoa stocked in the
spermatheca increases with rematings. This provides a strong indication for

sperm mixing in this species when brood cells contain' more than one Varroa
foundresses. This allowing outbreeding. The production of mated daughters per
mother reaches an optimum in cells infested by two foundresses. '

8. | postulate from the above that the observed non-random infestation by Varroa
of drone brood provides a partial refuge for the host and augments the mite's
mean reproductive success through the production of a higher number of mated
daughters than the corresponding Poisson distributions would.
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Vill Résumé

1. Varroa jacobsoni (Acari. mesostigmata) est un ectoparasite de I'abeille
mellifére d'Asie Apis cerana. Sévissant a 'échelon international, il décime
actuellement les colonies d'Europe de I'abeille mellifére Apis mellifera. Varroa se
reproduit principalement dans le couvain de faux bourdons, en particulier chez
I'espéce Apis cerena; il peut toutefois aussi parasiter le couvain d'ouvriéres.

2. Nouvellement mise au point, uhe méthode utilisant des cellules en polystyréne
transparent permet des observations a lintérieur méme du couvain operculé. Des
cellules artificielles d'ouvriéres et de faux bourdons, infestées naturellement dans
~ des ruches ont été maintenues dans des conditions standardisées en incubateur
et observées 24/ 24 heures sur vidéo. A premiére vue, les cellules de couvain
représentent un environnement idéal pour Varroa, mais le temps et l'espace
disponibles se révélent limités en raison de la rapidité du développement de
I'abeille, des changements dus au tissage du cocon et des métamorphoses
subies par la pupe. Grace a cette étude, il a été possible d'établir comment
Varroa parasite I'abeille en développement, de décrire la fagon dont la femelle
Varroa stucture l'espace en vue d'accueillir sa descendance et de comparer cette
organisation avec celle d'autres d'acariens. |
Peu aprés le début de la phase prépupale de I'abeille, la femelle Varroa accumule
ses féces sur la paroi de la cellule, prés de I'anus de la prépupe. Les trajets
effectués par Varroa sur la paroi cellulaire avant la défécation ont fait l'objet d'une
étude et révélent une évolution des trajets vers un comportement typigue -
'acarien tourne sur ui-méme comme autour d'un pivet - qui, selon toute évidence,
permet la concentration des féces en un endroit unique. Ce tas de feces sert de
lieu de rendez-vous pour les Varroa de tout age ou ils séjourhent entre les repas
d'’hémolymphe; pour les descendants adultes, il est aussi le lieu des
accouplements.

‘3. Peu aprés la métamorphose de la prépupe en pupe, la Yarroa fondatrice
prépare un site unique de prélevement d'hémolymphe, de préférence situé sur la
partie ventrale, a la hauteur du 5eme segment de la pupe. Dans la plupart des
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alvéoles, un lieu unique de nutrition est utilisé simultanément par tous les
individus d'une ou de plusieurs familles. L.a préparation du site de nutrition par la
varroa fondatrice est vitale pour sa descendance: aucune protonymphe ne survit
sur la pupe sans un site "aménagé". L.e comportement des méres n'étant pas a
leur seul bénéfice, nous pouvons en conclure que Varroa exerce un '
comportement parental. Par ailleurs, la mise en commun de structures, telle que
le site unique de prélévement d'hémolymphe, & I'usage d'individus issus de
plusieurs familles, en vue d'assurer la sufvie du plus grand nombre de
descendants, met en évidence le caractére parasocial du comportement de
Varroa.

4. L'emploi du temps a ous les -stades'de développement de Varroa a aussi fait
ll'objet d'une étude. Au début du stade protonymphal, Varroa acquiert un schéma
comportemental qui se consolide au cours de sa croissance. Une fois repus,
I'acarien quitte le site de nutrition et retourne sur la paroi cellulaire ou il séjourne
sur le tas de féces aprés y avoir déféqué. S'il est affamé, I'acarien descend sur
I'abeille et cherche le trou de prélévement d'hémolymphe. Il effectue
généralement le méme parcours, diminuant successivement la durée nécessaire
a la recherche du lieu de nutrition. Cette diminution de temps est observée tant
dans le cas de la mére que de ses descendants, qui accroissent l'efficacité de
leurs recherches, car plus celles-ci sont bréves, moins il_s ont a souffrir des effets
de la concurrence.

L'analyse multi-factorielle des comportements de la mére au cours de son cycle
de reproduction et des descendants au cours de leur développement met en
évidence une convergence vers I'équilibre comportemental mentionné ci-dessus.
Les principaux composants de cet équilibre sont: les séjours répétés sur la paroi
cellulaire, en particulier sur ou & proximité du tas de féces, et le prélévement
d’hémolymphe sur la pupe. Ces observations permettent de conclure que Varroa
adapte son comportement au peu d'espace a disposition dans la cellule de
couvain operculée afin d'en user le plus rentablement possible. Par un
comportement de ce type, Varroa évite de souiller sa source de nourriture,
empéche I'attroupement sur e site de nutrition, facilite les rencontres entre males
et femelies sur le tas de féces et, pariant, les accouplements. Par ailleurs,
I'activité des Varroas étant concentrée entre le tas de-féces et le lieu de nutrition,
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les acariens en croissance ont & leur disposition, en d'autres lieux de l'alvéole,
des plages de tranquillité ol ils peuvent muer paisiblement.

5. Néanmois, I'utilisation d'un site unique de prélévement d'hémolymphe conduit &
un concurrence vive en cas d'accroissement du nombre d'acariens dans la
cellule. Selon mes observations, cette compétition est le plus souvent au
désavantage des acariens les plus jeunes: ils doivent d'une part patienter plus
longtemps pour accéder au trou de succion et, d'autre part, ils sont trés
fréquemment chassés du site par leurs ainés. Les données sur le comportement
de nutrition & chaque phase de la vie de Varroa ont servi a simuler 'occupation
du site de prélévement. Tant dans les observations que lors des simulations, le
taux d'occupation varie en fonction du nombre d'individus en phase de nutrition.
Dans les cellules uni-infestées, les simulations n'ont que rarement pour résultat
une sur-occupation du site. Mais Iorsque deux familles cohabitent dans une
cellule, la valeur médiane des simulations d'occupation d'un site unique se situe
juste en dessous du temps maximum disponible, ce qui indique 'que dans la -
quasi-moitié des simulations, tous les individus n'ont pas accés & la source de
nourriture. Voild qui pourrait expliquer le nombre réduit de filles matures relevé |
dans les cellules multi-infestées, en comparaison des cellules uni-infestées.

6. En dépit de ce désavantage, on trouve fréquemment des cellules infestées par
plusieurs familles. La répartition des acariens dans |le couvain de faux bourdons
n'est pas le fruit du hasard: pour des raisons encore inconnues, Varroa est enclin
a la cohabitation, ce qui laisse supposer que |la multi-infestation présente certains
avantages D'aprés les données relevées dans des cellules naturellement
infestées, la présence de males adultes est faible dans les cellules uni-infestées,
mais au contraire plus fréquente dans les cellules multi-infestées, accroissant la
proportion de Varroas filles fertilisées.

7. Les Varroas filles s'accouplent juste aprés ['ecdysis, soit dés leur arrivée sur le
tas de féces ou les méles demeurent. Ces femelles s'accouplent aussi longtemps
qu'aucune autre fille fraichement éclose ne vient séjourner sur le tas de féces.
Les dissections ont montré que le nombre de spermatozoides stockés dans la
spermathéque augmente en fonction du nombre d'accouplements. Aussi la

spermathéque d'une femelle Varroa pourrait-elle contenir le sperme de plusieurs
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'mélés, si l'alvéole comporte plus d'une Varroa mére. A noter que le mélange de
spermes diminue la consanguinité. Par conséquent, la production de filles
accouplées par mere atteint un optimum dans les cellules infestées par deux
fondatrices. |

8. En conclusion, l'infestation, non aléatoire, du couvain de males, garantit - plus
que ne le ferait une infestation au hasard (distribution de Poisson) - la survie de
I'néte, (moins de cellules sont infestées), tout en augmentant le succés de
reproduction de 'acarien en raison de la production d'un nombre plus élevé de
filles susceptibles d'étre fertilisées. '



