Manual abreviado para el estudio de la Varroosis en Apis melliferaen Sociedad Latinoamericana (
. L. de Investigacidn en Abejas
Lainoamérica COLMENA

Manual abreviado para el estudio de la Varroosis en
Apis mellifera en Latinoamérica

Elaborado por integrantes del Grupo de Estandarizacion de Técnicas de la
Sociedad Latinoamericana de Investigacion en Abejas (SOLATINA) y RED
CYTED COLMENA: Patricia Aldea!, Belén Branchiccela> 3, Natalia Bulacio
Cagnolo 4, Agostina Giacobino*;®, Ciro Invernizzi®, Adriana Pacini*;®

1. Corporacion Apicola Chile (CACH). Unidad de Investigacion para la innovacion en la apicultura
chilena. San Francisco de Mostazal, Region de O’Higgins, Chile.

2. Seccibén Apicultura, Programa de Produccién Familiar, INIA La Estanzuela. Ruta 50, Km 11.
Colonia, Uruguay.

3. Departamento de Microbiologia. Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable
(IIBCE). Av. Italia 3318. Montevideo, Uruguay.

4. Estacion experimental Rafaela, INTA. Ruta Nacional 34 km 227. Ciudad, Argentina
5. Consejo Nacional de Investigaciones cientificas y técnicas (CONICET). Ciudad, Argentina.

6. Seccion Etologia, Facultad de Ciencias. Universidad de la Republica. Igu 4225, Montevideo,
Uruguay.

Aclaracion: Este manual ha sido traducido y adaptado del capitulo “Métodos
estandar para la investigacion sobre Varroa” del manual de técnicas Beebook
(Dietemann et al., 2013).

Autores:

Vincent Dietemann, Francesco Nazzi, Stephen J Martin, Denis L Anderson, Bar
bara Locke, Keith S Delaplane, Quentin Wauquiez, Cindy Tannabhill, Eva Frey,
Bettina Ziegelmann, Peter Rosenkranz y James D Ellis

7\,@4
//‘\.

)

(
COLMENA

Sociedad Latinpamericana
de Investigacion en Abejas



Sociedad Latinoamericana

Manual abreviado para el estudio de la Varroosis en Apis mellifera en
Latinoamerica

Resumen

Este es un manual basico y practico de estandarizacion de técnicas para el
estudio a nivel de laboratorio y de campo de Varroa destructor. Su objetivo es
resumir las técnicas vinculadas al estudio de este acaro, que seran usadas en
una primera instancia por los grupos de trabajo de SOLATINA. La seleccion de
las mismas se realiz6 teniendo en cuenta 1) su practicidad al momento de ser
aplicadas por la mayoria de los laboratorios vinculados a la investigacion en
abejas de Latinoamérica, y 2) que los resultados obtenidos tras su aplicacion
sean facilmente comparables entre laboratorios y que dicha comparacion sea
confiable. Ademas, se incluye la traduccion de las distintas técnicas sugeridas
en el capitulo de “Métodos estandar para la investigacion sobre Varroa
destructor” (Dietemann et al., 2013) del Beebook para que su acceso sea mas
facil por la comunidad cientifica Latinoamericana. Con el objetivo de simplificar y
adaptar los métodos a las caracteristicas de la apicultura del continente se han
unificado, modificado y eliminado algunas secciones. Todos los comentarios y
aportes que puedan mejorar la calidad y utilidad de esta adaptacién del manual
pueden enviarse al mail solatina2017@gmail.com.
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1. Introduccion

La mayoria de los investigadores de las abejas meliferas consideran al acaro
ectoparasito Varroa destructor como el enemigo mas dafino de la abeja.
Recientemente se ha identificado a dicho acaro, como uno de los principales
factores responsables de las pérdidas de colonias en todo el mundo (por
ejemplo, Brodschneider et al., 2010; Chauzat et al., 2010; Dahle, 2010; Genersch
et al., 2010; Guzman Novoa et al., 2010; Schéafer et al., 2010; Topolska et al.,
2010; vanEngelsdorp et al., 2011; Martin et al., 2012; Nazzi et al., 2012). El
desarrollo de métodos de control nuevos e innovadores contra el acaro y los
estudios sobre la interaccion compleja con la abeja melifera deberian ser
prioritarios en la investigacion de la salud de las abejas (Dietemann et al., 2012).
Al revisar la literatura, los investigadores deben tener en cuenta que las
publicaciones anteriores a 2000 mencionan Varroa jacobsoni en lugar de V.
destructor. El nombre de la especie fue cambiado después de que Anderson &
Trueman (2000) demostraran con herramientas moleculares que la poblacién
invasora no era la especie de Indonesia descrita por Oudemans en 1904.

El ciclo bioldgico de Varroa (revisado en Rosenkranz et al., 2010) esté dividido
en dos fases: una fase tradicionalmente llamada forética (sobre la abeja adulta y
alimentandose de los cuerpos grasos) (Ramsey et al., 2019), cuya duracién es
entre 4 y 14 dias y otra fase reproductiva (dentro de la celda de cria de obreras
y zanganos), que dura entre 12 y 13 dias. La madurez sexual se alcanza en el
macho en 5,5/ 6 dias y en la hembra en 7,5/ 8 dias y posteriormente la cépula
se produce en la celda de cria. Si la celda parasitada es de obrera, cada hembra
fecundada que ingresa dara en promedio 1,6 &caros hembras fecundadas
mientras que, si es de zangano, debido a la mayor duracion del periodo de
operculado, el nimero aumenta a 2,7 hembras hijas fecundadas por hembra
fundadora. Para iniciar un nuevo ciclo de reproduccion (realiza de 1,5 a 2 ciclos
en condiciones a campo segun Fries & Rosenkranz, 1996) la hembra permanece
hasta 6 dias en fase forética sobre la abeja con la que emergio antes de volver
a una celda de cria.

Varroa destructor presenta adaptaciones al parasitismo que le permiten un
desarrollo poblacional eficaz dentro de las colonias. Selecciona hospedadores
de acuerdo con la edad y/o la funcién de las abejas (Calderone et al., 2002;
Pernal et al.,, 2005), parasitando preferentemente abejas nodrizas (mediana
edad) porque las acercan a las crias y pecoreadoras (deriva, pillaje), porque les
permiten infestar nuevas colonias (Bruno, 2003) o porque pueden propagarse
durante la enjambrazon. Varroa presenta tasas de infestacion entre 8 y 12 veces
mayor en celdas de zanganos comparadas con las celdas de obreras,
principalmente porque la diferencia en el tiempo y duracion del periodo de
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operculado le permite aumentar su eficacia reproductiva (Calderone & Kuenen,
2003).

Cuando la prevalencia parasitaria es alta dentro de las celdas de cria, las abejas
emergentes presentan distintos tipos de malformaciones en las alas, patas y
abdomen (Marcangeli et al., 1992) con un promedio de vida mas corto en el
estadio adulto (Amdam et al., 2004). No obstante, el dafio producido en las
abejas individuales no es indicativo del perjuicio que ocasiona a nivel de la
colmena. Para la estimacion del impacto real del parasito se debe considerar la
organizacion social de las abejas, como un “Superorganismo” (Moritz & Fuchs,
1998). Este dafio es considerado como indicador de la necesidad de un
tratamiento terapéutico y depende de la estacion del afio y la presencia de virus
asociados. El umbral de dafio determinado es un parametro de naturaleza
econdémica y no bioldgica, y por lo tanto se aplica en las decisiones de manejo
de colmenas con fines exclusivamente de produccion y rentabilidad.

La transmisién de Varroa se puede dar entre distintas colonias a través de la
deriva de individuos o entre una colonia y los enjambres que produce y/o dentro
de una colonia entre los distintos individuos. Principalmente, la diseminacion del
acaro depende de un grupo de factores relacionados al comportamiento de las
abejas, como pecoreo, pillaje, enjambrazén, que a su vez estan influenciados
por factores genéticos y ambientales. Las practicas de manejo de las colmenas
constituyen un segundo grupo de factores que contribuyen a la transmision
horizontal de Varroa, permitiendo que se mantengan las formas mas virulentas
del parasito en comparacion con areas donde no se han implementado practicas
de control (Fries & Camazine, 2001).
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2. Taxonomia y sistematica
2.1. Taxonomia

Los &caros Varroa se descubrieron por primera vez hace mas de 100 afios en la
abeja asiatica Apis cerana en Java, Indonesia, y la especie se denomin6 V.
jacobsoni (Oudemans, 1904). Fueron asignados a un nuevo género, Varroa, y
eventualmente a una nueva familia, Varroidae (Delfinado-Baker & Baker, 1974).
En la actualidad el género contiene cuatro especies. Desde el descubrimiento
inicial, ha quedado claro que los acaros Varroa son parasitos nativos de la cria
de un grupo de abejas meliferas asiaticas que anidan en cavidades y que se
encuentran estrechamente relacionadas con A. cerana. Estos incluyen, A.
cerana (que se distribuye en la mayor parte de Asia), A. koschevnikovi (Borneo
y las regiones circundantes), A. nigrocincta (Sulawesi) y A. nuluensis (Borneo).
En la actualidad, se conoce que los acaros de Varroa infestan a A. cerana, A.
koschevnikovi y A. nigrocincta, y se ha informado escasamente la presencia de
acaros en A. nuluensis o A. indica. Sin embargo, esos acaros que fueron
encontrados en A. nigrocincta en Sulawesi probablemente no eran nativos para
esa abeja, sino que su identificacion se debi6 a la simpatria de esas abejas con
A. ceranae (Anderson & Trueman, 2000).

No existe un registro certero de cuando la abeja europea A. mellifera entré en
contacto con Varroa por primera vez, pero ciertamente ocurrié después de que
el hombre introdujera esa abeja en Asia (De Jong et al., 1982a). Existen
especimenes de Varroa en la Coleccion Acarologica de Oregon State University,
EE. UU., que se recolectaron de A. mellifera en China a mediados del siglo
pasado (Akratanakul & Burgett, 1975). Los acaros Varroa que desde entonces
han utilizado a A. mellifera como hospedero son miembros de V. destructor, la
especie descrita mas recientemente del género, y son nativos de A. cerana en el
noreste de Asia (Anderson & Trueman, 2000). Por lo tanto, las cuatro especies
actuales reconocidas de Varroa se produjeron a través de un largo proceso de
especiacion en los hospedadores de abejas meliferas asiaticas y, dado el estado
taxonomico bastante incierto de esas abejas, es posible que nuevas especies de
Varroa esperen por ser descubiertas. La co-evolucion prolongada de V.
destructor y A. mellifera hace que estos acaros también se vuelvan
genéticamente diversos (Oldroyd, 1999). Esto se da particularmente a medida
gue se adaptan gradualmente para vivir en poblaciones aisladas de A. mellifera.
Sin embargo, el movimiento de las poblaciones de abejas en todo el mundo por
el hombre y la practica de manejar numerosas colonias de A. mellifera con reinas
emparentadas genéticamente contrarresta, en cierta medida, los procesos
evolutivos naturales que pueden conducir a la especiacion de Varroa en A.
mellifera.
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Se han utilizado varios métodos a lo largo de los afios para determinar la
variacion dentro de Varroa, todos los cuales han contribuido al nivel actual de
comprension taxonomica. Los métodos mas comunes y simples para identificar
especies han sido aquellos que proporcionan mediciones de las caracteristicas
fisicas de los acaros (morfologia). Los descubrimientos iniciales de V. jacobsoni
en A. cerana, V. underwoodi en A. cerana y V. rindereri en A. koschevnikovi
resultaron de estudios morfolégicos. Mas recientemente, los métodos
moleculares han ayudado a aclarar la taxonomia de Varroa y han demostrado
ser particularmente Gtiles para identificar la variacion genética dentro de las
especies e incluso identificar especies cripticas. Estos métodos, que también se
describen a continuacion, jugaron un papel crucial en el descubrimiento de una
nueva especie, V. destructor, y en demostrar que era esa especie, y no V.
jacobsoni como se pensaba anteriormente, la que habia colonizado A. mellifera
después de su introduccion en Asia (Anderson & Trueman, 2000).

La taxonomia actual de Varroa en las abejas meliferas asiaticas se puede
resumir de la siguiente manera (Lindquist et al., 2009):
Reino Animal
Filo: Artropodos
Clase: Arachnida
Subclase: Acari
Superorden: Parasitiformes
Orden: Mesostigmata
Familia: Varroidae
Geénero: Varroa
Especies:
V. jacobsoni (Oudemans, 1904)
V. underwoodi (Delfinado Baker &  Aggarwal, 1987)
V. rindereri (De Guzman &  DelfinadoBaker, 1996)
V. destructor (Anderson &  Trueman, 2000).

El estado taxondmico de tres tipos de Varroa genéticamente distintos que
infestan a A. cerana en Filipinas sigue sin resolverse en la actualidad (Anderson,
2000; Anderson & Trueman, 2000).

Acaros de sélo dos "haplogrupos" de V. destructor (consultar seccion
2.4.2."Haplogrupos e identificacion de haplotipos”) han colonizado A. mellifera a

11
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nivel mundial. De los dos, los que pertenecen a un haplogrupo de Corea son los
mas comunes y extendidos en A. mellifera, estando presentes en Europa,
Oriente Medio, Africa, Asia, América y Nueva Zelanda. Los acaros de un
haplogrupo de Japdn son menos comunes en A. mellifera, y s6lo se encuentran
en Tailandia, Japdn y algunas regiones de las Américas (Anderson & Trueman,
2000; Warrit et al., 2006).

2.2. Colecta de acaros para su identificacién

Las mejores muestras de Varroa para analisis de laboratorio son aquellas que
han sido recolectadas vivas y preservadas de inmediato. Un beneficio de tomar
muestras de acaros vivos es que pueden sumergirse en agua caliente antes de
su conservacion. Esto relaja los tejidos internos del cuerpo y expone los 6rganos
dificiles de ver, como los queliceros, que generalmente permanecen ocultos en
los acaros recolectados directamente en alcohol.

2.2.1. Apariencia de los acaros

Las hembras adultas son grandes (alrededor de 1,5 mm de ancho) y de color
marron rojizo, mientras que los estadios de ninfas masculinas y femeninas son
mas pequefias y de color nacarado o blanco. Todos los estadios se ven
facilmente a simple vista (Fig. 1). Individuos de los distintos estadios pueden
retirarse cuidadosamente de las celdas con la ayuda de unas pinzas finas o
pincel suave y sumergirse inmediatamente en liquido conservante. En caso de
utilizar alcohol para su conservacion, los acaros moriran inmediatamente y se
hundiran en el fondo, mientras que si se conservan en RNA later flotaran en la
superficie y se arrastraran por el interior del recipiente antes de morir algin
tiempo después.
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Figura 1. Familia de &caros con la madre (color marrén) y progenie de
diferentes estadios. Debajo de éstos, estaba la pupa la cual fue removida. Foto:
Denis Anderson.

2.2.2. D6nde encontrar acaros

Los acaros adultos vivos, las ninfas y los huevos se encuentran mas facilmente
en las celdas de cria operculadas de las colonias de abejas, dado que alli se
reproducen las hembras adultas de los acaros. En las colonias de A. cerana esto
esta restringido a las celdas de zanganos, pero en las colonias de A. mellifera
puede ser en celdas de zangano o de obrera. Después de retirar el opérculo de
ceray la cria de abejas, la presencia de depdsitos fecales blancos en las paredes
de la celda es un indicador seguro de la presencia de hembras reproductoras
(Fig. 2). La recoleccion de acaros de las celdas de cria con descendencia
también proporciona evidencia de que estos acaros se reproducen en las
especies de abejas de las que han sido recolectados, ya que los acaros a veces
se desplazan hacia y desde colonias de especies extrafias en las que no pueden
reproducirse (Anderson & Trueman, 2000; Koeniger et al., 2002), lo que podria
confundir la especificidad del hospedador que se les atribuye. Solo se puede
recolectar Varroa hembra adulta viva de colonias de abejas sin cria. Estas
generalmente se encuentran en los cuerpos o en las cavidades corporales de las
abejas obreras.
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Figura 2. Seccién de una celda (la parte inferior esta a la derecha de la
imagen), con las heces depositadas en la parte superior. También se pueden
visualizar Varroas en estadios maduros e inmaduros. Foto: Swiss Bee
Research Institute.

2.2.3. Técnicas de muestreo de Varroa spp.

Los acaros pueden ser muestreados de celdas de cria o de abejas adultas. Las
técnicas de muestreo se describen a continuacion en la seccién 3.1. ‘Recoleccion
de acaros".

2.2.4. Almacenamiento de muestras de acaros
2.2.4.1. Medio y condiciones de almacenamiento

Los acaros recolectados en el campo deben conservarse inmediatamente en
alcohol etilico 70-95% o RNA later. Esto garantiza que las muestras no se dafien
e, incluso si se mantienen asi a temperatura ambiente, son buenas para los
analisis morfoldgicos durante al menos unos meses, pero a menudo mas tiempo.
Sin embargo, si las muestras se van a utilizar en el andlisis de ADN, deben
almacenarse en un ambiente fresco, como una heladera a 4°C o un congelador
a -20°C, unos dias después de la recoleccion para disminuir la degradacion del
ADN de los tejidos. Las muestras congeladas a -20°C permanecen viables
durante varios afios, pero para permanecer viables por mas tiempo, deben
almacenarse a -70°C (consulte seccion 2.1.4. “Storing dead adults” en Human et
al., 2013).
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2.2.4.2. Contenedor de almacenamiento.

Los recipientes ideales para recolectar acaros son pequefios y de plastico
resistente, como el pequefio vial criogénico de plastico de 1,5 ml. Este vial puede
contener cientos de muestras de acaros y tiene un area grande de color blanco
en su exterior para una etiqueta Es importante destacar que su tapa esta
asegurada en un hilo que corre por el exterior del vial. Esto garantiza que no se
expulse ningun liquido conservante del vial mientras se cierra, lo que podria
provocar manchas o la eliminacion completa de la etiqueta. La etiqueta debe
contener informacion esencial, como la fecha de recoleccion, el nombre de la
especie de la abeja, la ubicacién y el nombre del recolector, utilizando un
marcador permanente de punta fina. También se puede colocar un pequefio
trozo de papel con los datos de recoleccion escritos con un lapiz (resistente al
alcohol) dentro del vial, con la muestra.

2.2.5. Envio de las muestras

Las muestras deben transportarse a su destino lo antes posible después de la
recoleccion. Algunas aerolineas prohiben el transporte de especimenes
bioldgicos conservados en alcohol en aviones, mientras que otros son menos
estrictos. Vale la pena verificar la politica de la aerolinea al respecto antes de
intentar enviar o transportar muestras conservadas en alcohol. Una forma
conveniente de evitar este problema es verter el alcohol de las muestras poco
antes del transporte. De esta manera, las muestras permaneceran cubiertas con
una cantidad muy pequefia de alcohol y, por lo tanto, permaneceran saturadas
en alcohol y conservadas durante el transporte. Sin embargo, a su llegada, las
muestras deben volver a cubrirse bien con alcohol fresco antes del
almacenamiento. Algunos servicios de transporte tienen acuerdos con las
aerolineas para transportar especimenes bioldgicos conservados en alcohol en
los aviones.

Algunos paises (por ejemplo, Australia y EE. UU.) requieren un permiso oficial
de importacién de cuarentena para acompafar a los especimenes importados
de &caros Varroa. Otros paises (por ejemplo, Brasil) pueden prohibir la
exportacion de muestras debido a leyes especificas sobre biopirateria. Por lo
tanto, antes de enviar o transportar muestras a un pais en particular, se debe
verificar y seguir la politica de ese pais sobre la importacion de muestras
bioldgicas.
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2.3. Métodos morfologicos para identificar Varroa spp.

Las cuatro especies reconocidas de Varroa se identifican morfolégicamente de
manera facil y se muestran para comparacion en la figura 3

Figura 3. Cuatro especies de Varroa spp. a) vista dorsal de V. jacobsoni; b)
vista ventral de V. jacobsoni; ¢) vista dorsal de V. destructor; d) vista ventral de
V. destructor; e) V. rindereri; f) V. underwoodi. Foto: Denis Anderson.
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2.3.1. Preparacion de la muestra

Los andlisis morfolégicos se llevan a cabo de forma sencilla utilizando acaros
montados en un portaobjetos. Para esto, previamente se deben limpiar los tejidos
blandos de cada espécimen.

Esto se consigue de la siguiente manera:
1. Retirar la muestra del medio de conservacion.

2. Sumergir la muestra en la soluciébn de Nesbitt (consulte la receta a
continuacion) en la depresion de un portaobjetos concavo.

3. Esperar hasta que la muestra se sature con la solucion de Nesbitt y luego
empujela debajo de la superficie de la solucién para que se hunda hasta el fondo
con una aguja fina.

4. Colocar un cubreobjetos sobre la depresion del portaobjeto.

5. Incubar el portaobjetos en un horno durante 1 hora a 45 °C. El espécimen
debe quedar libre de tejido corporal y parecer transparente, pero los
especimenes mas antiguos pueden requerir mayor limpieza en el horno durante
varias horas o durante la noche. Este procedimiento se puede acelerar
calentando el portaobjetos sobre una llama o placa calefactora durante unos
segundos, en lugar de colocarlo en un horno. Sin embargo, se debe tener mucho
cuidado para evitar hervir la solucion de Nesbitt, que destruird la muestra. Se
deben usar guantes y bata de laboratorio al limpiar las muestras.

La muestra despejada se monta de la siguiente manera:

6. Retirar la muestra de la solucién de Nesbitt y transferirla a una gota de medio
de montaje de Hoyer (consulte la receta a continuacion) en un portaobjetos de
vidrio para microscopio.

Nota: la gota debe ser lo suficientemente grande como para formar una capa
delgada cuando se coloca un cubreobjetos encima, sin desbordarse del
cubreobjetos.

7. Empujar la muestra hacia abajo a través del Hoyer para que descanse sobre
el portaobjetos, utilizando una aguja fina.

8. Bajar suavemente un cubreobjetos (espesor N° 1, diametro 16 mm) sobre la
gota de Hoyer, comenzando desde el borde de la gota y dejando que se asiente
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lentamente sobre la gota bajo su propio peso, extendiendo el Hoyer a medida
que avanza.

9. Colocar el portaobjetos horizontalmente para curar en un horno a 45 °C
durante al menos 2 semanas.

10. Etiquetar y guardar el portaobjetos.

El medio de Hoyer no se endurece por completo y sigue siendo soluble en agua,
por lo que el portaobjetos se puede recalentar y la muestra se puede sacar del
portaobjetos para su diseccion o montaje. Para el almacenamiento a largo plazo
o para el transporte, los bordes del cubreobjetos deben sellarse con algun
material resistente al agua, como barniz de ufias transparente.

2.3.1.1. Receta para la solucién de Nesbitt:
e 60 g de hidrato de cloral.
e 10 ml de &cido clorhidrico concentrado (35,4%).
e Todo disuelto en 100 ml de agua destilada.

Nota: se debe tener cuidado al preparar esta solucién, ya que es altamente
corrosivo para la piel y el microscopio.

2.3.1.2. Receta para el medio de Hoyer:
e 30 g de goma arabiga.
e 200 g de hidrato de cloral.
e 20 ml de glicerol.
e Todo disuelto en 50 ml de agua destilada.

Nota: la mezcla debe agitarse y calentarse suavemente para permitir que la
goma arabiga se disuelva, luego se filtra a través de la muselina y se almacena
en un recipiente hermeético, pero no en un recipiente con tapén de rosca, ya que
la tapa se quedara permanentemente atascada.

18



T —)

Sociedad Latinoamericana

(
de Investigacion en Abejas
COLMENA

Manual abreviado para el estudio de la Varroosis en Apis mellifera en
Latinoamerica

2.3.2. Identificacion de la muestra

Las muestras de acaros montados se examinan mejor con microscopios de luz
de diseccion o compuestos, que han sido equipados con micrometros oculares.
Se deben considerar las siguientes medidas.

e Tamaio del cuerpo (largo y ancho).
e Estructura y separacion (es decir, pelo rigido, cerdas) del escudo dorsal.

e Estructura y quetotaxia de los escudos esternal, epineal, anal y
metapodal, peritrema, tritosterno e hipdstomo (consultar Fernandez &
Coineau, 2007 para una descripcion de la morfologia de la Varroa).

e Numero, disposicién y morfologia de las setas en las patas y palpos.

Las dos especies, V. destructor y V. jacobsoni, son morfolégicamente similares,
excepto en tamafo y forma corporal. Varroa jacobsoni es mucho mas pequefio
y de forma mas circular que V. destructor (Fig. 3). Sin embargo, algunos
especimenes de V. jacobsoni (por ejemplo, los encontrados en A. cerana en
Laos, Asia continental) son mucho méas grandes que otros de V. jacobsoni. Por
lo tanto, siempre es mejor confirmar un diagnostico de cualquiera de estas
especies con informacion molecular.

2.4. Métodos moleculares y sistematica.

La biologia molecular se utilizé por primera vez en la investigacion de Varroa
durante la década de 1990 para buscar variaciones dentro y entre las
poblaciones de acaros (Kraus & Hunt, 1995; De Guzman et al., 1997, 1998, 1999;
Anderson & Fuchs, 1998). Inicialmente era costoso y solo era utilizado por
laboratorios especializados. Actualmente, el panorama ha cambiado y se pueden
comprar varios kits comerciales rapidos y faciles para extraer ADN del tejido y
existen distintos laboratorios que ofrecen servicio de secuenciacion de ADN por
una tarifa razonable a las pocas horas de su extraccion. Los datos de secuencia
de pequefios fragmentos de ADN (<1.000 pares de bases) han sido
particularmente Utiles para proporcionar variaciones genéticas "puntuales” en
todo el genoma de Varroa y para su uso en analisis filogenéticos o como
marcadores moleculares (Avise, 2004).
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2.4.1 Extraccion de ADN e identificacidon de Varroa spp.

El ADN se extrae del tejido de Varroa y se conserva en alcohol etilico al 70% o
RNA later (como se describe en la seccion 2.2.4. "Almacenamiento de muestras
de acaros"). Se puede usar cualquier tejido, pero si el tejido se disecciona de un
solo apéndice (como una pata), el resto del &caro se puede usar para otros fines.
Se han descripto distintos métodos de extraccion de ADN a partir de Varroa y
muchos de estos son los utilizados para extraccion de ADN a partir de abejas
adultas (consulte seccion 3.2.1. “DNA extraction using CTAB” en Evans et al.,
2013). Una vez extraido el ADN, es posible identificar de forma molecular
mediante PCR un fragmento especifico del acaro. Para esto, se puede utilizar el
protocolo y cebadores publicados por Anderson y Trueman (2000). Este
protocolo permite la amplificacion de un fragmento de 458 pares de bases de
ADN del gen cox1 del ADNmt de Varroa. Una vez obtenido dicho fragmento, se
secuencia y esta secuencia es comparada con otras secuencias de la misma
region depositadas en la base de datos GenBank. Si esta secuencia muestra un
2% o menos de diferencia de la de la base de datos, se considera miembro de
esta especie en particular. Los fragmentos de cada una de las 4 especies
reconocidas difieren entre si en aproximadamente un 6% (Anderson & Trueman,
2000). Se han obtenido secuencias del fragmento del gen COX1 de todas las
Varroas que han sido identificadas hasta la fecha por métodos moleculares. Por
lo tanto, las secuencias de este fragmento deben incorporarse en todos los
nuevos estudios moleculares sobre los acaros Varroa, ya que ubica este nuevo
trabajo en contexto con lo que se ha hecho anteriormente.

2.4.2 Haplogrupos e identificacién de haplotipos

El gen cox1 también es util para identificar los 4caros de grandes poblaciones
dentro de una especie (como las poblaciones de islas) (Anderson & Trueman,
2000). Como las poblaciones mas pequefias dentro de estas poblaciones mas
grandes pueden identificarse mediante datos de secuencia concatenados
(unidos) obtenidos de los genes cox3, atp6 y cytb ADNmt, las poblaciones mas
grandes se han denominado 'haplogrupos’ y las poblaciones mas pequefas
dentro de ellos 'haplotipos' (Navajas et al., 2010). Las secuencias de cebadores
para amplificar todos estos fragmentos, junto con el tamafo de los fragmentos
amplificados, se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Secuencia de los cebadores (y sus nombres) utilizados para la
investigacion en Varroa para amplificar fragmentos de tamafio particular (pares
de bases) de genes del ADNmt. Tomado de Anderson y Fuchs (1998); Navajas

et al. (2010).
Gen Tamano del . Nombre del
fragmento Secuencia del cebador
mtDNA (pb) cebador
GG(A/G) GG(A/T) GA(CIT) CC(AIT) AAT COXE
Cox1 458 (CIT)T(A/T) TAT CAAC
CCT GT(A/T) A(AIT)A ATA GCA AAT AC COXRa
CTT GTA ATC ATA AGG ATATTG GAAC 10KbCOIF1
Cox1 929
AAT ACC AGT GGG AAC CGC 6,5KbCOIR
GAC ATA TAT CAG TAA CAATGAG 16KbATP6F
Atp6-cox3 818
GAC TCC AAG TAA TAG TAA AACC 16KbCOIIIR
Cvib 08 GCA GCT TTAGTG GAT TTACCT AC 10KbCytbF-1
yt 5
CTA CAG GAC ACG ATC CCA AG 10KbCytbPRIM

El marcador cox1 también ha sido Gtil en estudios filogenéticos. En la Fig. 4 se
muestra un arbol filogenético de todos los haplogrupos con especies
actualmente conocidos y publicados (consulte la seccién 7 “Phylogenetic
analysis of sequence data”, en Evans et al., 2013).
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unreselived Viarroo spp.

Luzan 1
Sumbawa

Flores

Sumatra

Java
Ambon

Thailand 1
Sri Lanka

Thailand 2
Laos
India
Malaysia Bomeo 1 China 1
Samui Borneo 2 China 3
China 2
Varroa jocobsoni Japan Korea
Pakistan Nepal Vietnam
Varroa destructor
Varrog rinderer
0.005
Varroa underwoodi

Figura 4. Arbol filogenético de todos los haplogrupos conocidos y publicados
hasta el momento.
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2.4.3. Determinacion de parentesco con microsatélites

Los microsatélites son marcadores utiles para medir las relaciones de
parentesco o paternidad dentro de las poblaciones de Varroa. Estos consisten
en la secuencia repetitiva de ADN (como GAGAGA) en un solo locus (consulte
seccion 6.3.1. “Microsatellites” en Evans et al., 2013). Los loci con repeticiones
largas tienen mas alelos que los loci con repeticiones cortas y, por lo tanto, a
menudo permiten identificar un progenitor de un alelo particular. Los loci de
microsatélites en Varroa han sido publicados por Evans (2000) y Solignac y
colaboradores (2005).

2.5. Perspectivas sobre la taxonomia de Varroa spp.

Se necesita mas investigacion para aclarar la taxonomia de los acaros Varroa
de A. cerana en Filipinas. Esto requerira exdmenes de las secuencias de ADN
nuclear obtenidas de estos acaros, ya que sus secuencias de ADNmt no
proporcionan la resolucion necesaria para determinar su identidad (Fig. 4).

De la investigacion publicada, hay tres tipos distintos de acaros en Filipinas, dos
de la isla nortefia de Luzén y otro de la isla meridional de Mindanao (Anderson
& Trueman, 2000). Estas bien podrian ser especies distintas. También se pueden
encontrar nuevas especies de Varroa en otras abejas meliferas asiaticas,
particularmente en A. nigrocincta en Sulawesi, A. nuluensis en Borneo y A. indica
del sur de la India.

Una caracteristica interesante de los acaros Varroa en las abejas meliferas de
Asia es que la mayoria de ellas carecen de la capacidad de reproducirse en A.
mellifera. Sin embargo, esto no es por falta de intentos, ya que cuando las
colonias de A. mellifera se introducen en diferentes regiones de Asia, los acaros
hembras que son propios de la abeja melifera asiatica local, invaden facilmente
las colonias introducidas y entran en las celdas de cria que estan a punto de ser
operculadas, en preparacion para la reproduccion. Sin embargo, no ponen
huevos ni producen descendencia. Desde al menos mediados del siglo pasado,
solo unos pocos tipos de acaros han podido reproducirse en A. mellifera, siendo
V. destructor el mas exitoso. Esto sugiere que los acaros Varroa hembras deben
reconocer sefiales especificas en la abeja hospedera para reproducirse con
éxito. Aunque estas sefiales pueden ser fundamentalmente las mismas entre los
diferentes tipos y especies de abejas meliferas, pueden variar entre las
poblaciones de abejas. La identificacién de estas sefales y los genes que las
controlan podria conducir a que los genes sean el objetivo para fines particulares,
como el control. Este tipo de investigacion requerird una buena comprension de
los genomas del parasito y del hospedero. A pesar de que nuestra comprension
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del genoma de la abeja melifera ha mejorado en los dltimos afos, los estudios
recientes han comenzado a secuenciar el genoma de la Varroa (Cornman et al.,
2010). A medida que mejore nuestra comprensioén del genoma de este &caro,
también lo hara nuestra comprension de la taxonomia de Varroa y las formas en
que se puede controlar el &caro en las abejas meliferas europeas.
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3. Técnicas de laboratorio
3.1. Recoleccion de acaros

Hay diferentes formas de recolectar acaros de V. destructor para utilizar en los
experimentos. Algunos de los métodos descriptos a continuacion proveen acaros
de edad desconocida y que se han reproducido un niumero desconocido de
veces. Otros métodos proveen acaros en donde la oogénesis ha comenzado. El
meétodo elegido dependera en cada caso del estado fisioldgico de los acaros que
requiera cada experimento en funcion de sus objetivos (consulte seccion 3.6
Bioensayos).

3.1.1. Recolecciéon manual

Los acaros foréticos pueden ser colectados a mano con un pincel de cerdas finas
0 un pequefio aspirador de boca.

1. Recolectar las abejas de una colonia. La recoleccion manual es mas facil
cuando la colonia estd muy infestada, pero para recolectar acaros "sanos" se
recomienda que la colonia hospedadora no presente sintomas de infestacion
extrema.

2. Capturar las abejas una por una y examinarlas en busca de acaros. Los
acaros pueden moverse libremente sobre el cuerpo de la abeja o estar
escondidos entre dos esternitos. Encontrarlos y recolectarlos a veces requiere
tomar a la abeja por el térax y aguijén con pinzas para estirar el abdomen,
haciendo que los acaros sean visibles y accesibles.

3. Las abejas meliferas pueden tratarse con CO2 o enfriarse para facilitar la
recoleccion fisica. EI CO2 afecta la fisiologia de las abejas (Czekonska, 2009),
pero los resultados recientes indican que un tratamiento corto con CO2 no afecta
la fertilidad y la fecundidad de las hembras de Varroa introducidas artificialmente
en celdas de cria (Rosenkranz et al., datos no publicados). El efecto del
enfriamiento no se ha estudiado aun y se considera que pueda tener algun
impacto en la supervivencia de los acaros. Una alternativa al tratamiento con
CO:2 y enfriamiento es: (i) dejar que las abejas salgan de su contenedor una por
una para que puedan ser atrapadas facilmente o (ii) cortar la cabeza de las
abejas ya que los acaros tienden a dejar las abejas muertas en poco tiempo.

4. Colocar los acaros colectados en un recipiente hermético con una fuente
de humedad (un tapén de algodén himedo) para evitar que los acaros se
sequen.
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Ventajas: permite la recolecciéon de acaros que no han sido sometidos a un
tratamiento con agua o azucar impalpable y que entonces pueden estar
estresados. Esto es una ventaja si los &caros se usan en experimentos de larga
duracion.

Desventaja: tedioso, pocos acaros pueden ser colectados.

3.1.2 Azlcar impalpable

El azlcar impalpable puede ser utilizada para separar los acaros de su
hospedador recolectado en un frasco (Macedo et al., 2002) o cuando alun se
encuentra en la colonia.

Material necesario: frasco de boca ancha con una tapa cuya parte central es
reemplazada por una malla o tela de 2 mm de ancho. (Fig. 5a).

1. Colocar 300 abejas en el frasco y cerrar la tapa

2. Volcar en el frasco una cucharada grande (al menos 7 gramos) de azucar
impalpable a través de la malla (Fig. 5a).

3. Batir suavemente el frasco para cubrir todas las abejas con el azucar (Fig. 5b).
4. Dejar actuar por 1 minuto.

5. Colocar el frasco boca abajo sobre una superficie blanca (Fig. 5c).

6. Batir 1 min.

7. Colocar los acaros caidos y el azucar (Fig. 5d) en un tamiz y enjuagar con
solucién salina tamponada con fosfato 1X (u otra solucién salina similar) para
eliminar las particulas de azucar (Fig. 5e).

8. Colocar los acaros en papel absorbente para que se sequen (Fig. 5f).

9. Colocar los acaros recolectados en un recipiente hermético para evitar que
escapen.

10. Colocar una fuente de humedad en el recipiente para evitar que los acaros
se sequen hasta que sean utilizados en los experimentos.

Este método también puede ser aplicado usando la colmena entera con un piso
modificado con malla metalica colocada en la base:

1. Retirar cada cuadro/marco que contenga abejas adultas.
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2. Espolvorear con azucar impalpable de modo que los marcos queden bien
cubiertos.

3. Colocar nuevamente en la colmena.

4. Retirar el exceso de azucar impalpable con los acaros del piso a intervalos de
10-20 minutos.

5. Colocar los acaros caidos y el azucar (Fig. 5d) en un tamiz y enjuagar con
solucion salina tamponada con fosfato 1X (u otra solucidn salina similar) para
eliminar las particulas de azucar (Fig. 5e).

6. Colocar los acaros en papel absorbente para que se sequen (Fig. 5f).

7. Colocar los &caros recolectados en un recipiente hermético para evitar que
escapen.

8. Colocar una fuente de humedad en el recipiente para evitar que los acaros se
sequen hasta que sean utilizados en los experimentos.

Ventajas: es rapido y permite recolectar varios cientos de acaros en poco
tiempo. El tratamiento es amigable con las abejas ya que pocas mueren durante
el proceso. Las obreras recogidas en los frascos pueden volver a sus colonias,
donde otras abejas las limpiaran.

Desventajas: disminuye la vida 0til de los 4caros (Macedo et al., 2002). Esto
podria representar un problema para ensayos prolongados (> 3 dias).
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Figura 5. Recoleccién acaros con azucar impalpable. a. Colocar un cucharada
grande y cargada de azucar en un frasco con 300 abejas y cuya tapa tiene una
rejilla que impide el paso de las abejas. b. Rodar el frasco para que todas las
abejas queden cubiertas con azucar. c. Colocar el frasco boca abajo y agitar
para permitir que los acaros se desprendan de las abejas. d. Acaros cayendo
junto con el azucar sobre una hoja de papel blanco. e. Enjuagar los &caros con
solucién salina utilizando un colador para eliminar el azucar. f. Colocar los
acaros en un papel absorbente para acelerar el proceso de secado. Foto: V.
Dietemann.

3.1.3. Lavado con agua
1. Recolectar las abejas de una colonia en un recipiente hermético.

2. Llenar el recipiente con solucion salina tamponada con fosfato 1X (u otra
solucién salina similar) para evitar que las abejas salgan volando y agitar el
frasco.

3. Verter el contenido del recipiente sobre un primer tamiz (apertura: 2000 pm)
para recolectar todas las abejas.
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4. Colocar un segundo tamiz (abertura <0.5 mm) debajo para recoger los acaros.

5. Colocar los acaros en papel absorbente inmediatamente después de lavarlos
para ayudar a que se sequen.

6. Colocar los acaros recolectados en un recipiente hermético para evitar que
escapen.

7. Colocar una fuente de humedad en el recipiente para evitar que los acaros se
sequen hasta que sean utilizados en los experimentos.

Ventajas: es rapido y permite recoger varios cientos de 4caros en poco tiempo.

Desventajas: disminuye la vida util de los acaros. Esto podria representar un
problema para ensayos prolongados (> 3 dias). El tratamiento no es apto para
las abejas, ya que muchas de ellas pueden morir durante el proceso.

3.1.4. Recoleccion de acaros de la cria
3.1.4.1. Recoleccidon de acaros de larvas en estadio L5

Acaros en estado fisiolégico similar pueden ser recolectados de celdas de cria
recientemente operculadas (Chiesa et al., 1989)

1. Retirar un cuadro de cria con larvas L5 listo para ser operculado en la tarde
del dia anterior al experimento.

2. Marcar las celdas operculadas con un marcador apropiado (por ejemplo,
liquido corrector, marcador de reinas, rotulador).

3. Colocar nuevamente el cuadro en su colonia de origen. Las abejas continuaran
operculando celdas maduras.

4. A la mafana siguiente, trasladar el cuadro al laboratorio y desopercular las
celdas sin marcar que se han operculado durante la noche.

5. Colocar el cuadro en una incubadora a 34,5 ° C, 60-70% HR.

6. Las larvas infestadas y no infestadas privadas del operculado emergen
espontaneamente de celdas de cria en poco tiempo.

7. Recoger los acaros que han caido de sus celdas de cria junto con las larvas
hospedadoras.

8. Colocar los 4caros recogidos en un recipiente hermético para evitar que se
escapen.
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9. Colocar una fuente de humedad en el recipiente para evitar que los acaros se
sequen.

Ventajas: facil de recolectar, todos los acaros estan en el mismo estado
fisioldgico.

Desventajas: no se conoce la edad del acaro ni cuantos ciclos reproductivos ya
ha realizado.

3.1.4.2. Recoleccién de acaros de celdas operculadas
3.1.4.2.1. Abrir cada celda de cria

Los acaros provenientes de celdas de cria pueden ser colectados a mano con
un pincel de cerdas finas o un pequefio aspirador de boca, luego de abrir las
celdas y remover las pupas. Para obtener 4caros en un momento particular del
ciclo reproductivo, la recoleccion puede realizarse en celdas con cria de edad
conocida (consulte seccion 2.5. “Obtaining brood and adults of known age” en
Human et al., 2013). Para ello, la reina debe ser enjaulada en un cuadro vacio
en la fecha necesaria.

1. Destapar la celda con pinzas finas o bisturi.

N

. Empujar las paredes de la celda para liberar la larva o pupa en desarrollo.
3. Con pinzas suaves, extraer la larva o la pupa de la celda.

4. Observar con cuidado la larva o pupa y las paredes de la celda en busca de
acaros.

5. Colocar los &caros colectados en un recipiente hermético.

6. Colocar una fuente de humedad en el recipiente para evitar que los acaros se
sequen.

Ventajas: es el método de coleccion de acaros menos dafino para el acaro.

Desventajas: es el método que requiere mas tiempo para llevarse a cabo.
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3.1.4.2.2. Abrir una gran cantidad de celdas y lavar la cria

Un método mas rapido para recolectar acaros vivos de celdas de cria en mayores
cantidades es desopercular grandes cantidades de celdas de un cuadro y forzar
la salida de los acaros sacudiendo los marcos o lavando la cria. Para ello:

1. Desopercular un gran numero de celdas de cria.
2. Remover la cria de abejas.

Ambos pasos pueden realizarse al mismo tiempo usando un tenedor de
desoperculado utilizado cominmente en la extraccion de miel.

3. Dar vuelta al cuadro sobre una hoja de papel blanco.
4. Tocar en la superficie superior para desligar los acaros de las celdas.

5. Recoger los acaros separados que quedaran en el papel blanco.

Un método alternativo para incrementar el nUmero de acaros muestreados es:
1. Desopercular las celdas de cria.
2. Enjuagar el cuadro con agua tibia que separara la cria y los acaros.

3. Recoger la cria y los acaros en un primer tamiz (malla de 5 mm) que retendra
a las abejas.

4. Colocar un segundo tamiz (malla de 0,5 mm) debajo del primero para retener
los acaros.

5. Enjuagar con mas agua.
6. Secar los acaros colocandolos en papel absorbente (Fig. 5f).

Ventajas: permite recolectar grandes cantidades de acaros (dependiendo de la
tasa de infestacion de la colonia).

Desventajas: acaros de edad desconocida, posiblemente acorta la expectativa
de vida de los acaro luego del lavado; una gran cantidad de acaros quedan en
el cuadro con el método del “golpe”.
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3.2. Criade acaros en el laboratorio

Es relativamente facil mantener acaros de Varroa durante la fase forética en el
laboratorio. Su mantenimiento en jaulas dentro de una incubadora es necesario
para evaluar acaricidas o mientras se marcan antes de ser transferidos a las
colmenas, por ejemplo. Por el contrario, hay pocos métodos disponibles para
criar &caros de Varroa en el laboratorio. Las condiciones que prevalecen en su
ambiente de reproduccion, es decir, en las celdas en las que se desarrollan las
abejas meliferas, son tan particulares que es muy dificil replicarlas
artificialmente. Por lo tanto, obtener un ciclo de vida completo en el laboratorio
sigue siendo un desafio que pocos superaron (Donzé & Guérin, 1994; Nazzi &
Milani, 1994). Esta seccion describe métodos para mantener o criar Varroa en el
laboratorio. Los mismos, aun no permiten la cria de &caros en grandes
cantidades como seria deseado para desarrollar experimentos, pero permiten
observar el comportamiento de los &caros y probar productos que puedan afectar
el ciclo de vida de los &caros.

3.2.1. Mantenimiento de acaros en el laboratorio
3.2.1.1. Mantener acaros en abejas adultas

Los acaros pueden mantenerse sobre las abejas en jaulas de mantenimiento a
una temperatura de aproximadamente 33°C y 60-70% de HR que se adapta
también a los acaros (consulte seccion 5 “Cages in which to maintain adult
workers in the laboratory” en Williams et al., 2013). La mortalidad puede ser alta
en caso de que se utilicen acaros foréticos. Su edad es desconocida al momento
de la recoleccion y por lo tanto hay una gran variabilidad en su expectativa de
vida. Sin embargo, los 4caros vivirin cominmente por una semana 0 mas en las
jaulas de abejas establecidas como se mencion6 anteriormente. Se recomienda
usar jaulas herméticas para los acaros o mantener cada jaula en un contenedor
diferente para evitar que los acaros que puedan escapar de una de las jaulas
entren en otra de un grupo de tratamiento diferente. Este procedimiento puede
utilizarse en ensayos in vitro para evaluar toxicidad de un acaricida, en ensayos
en los que el investigador intenta trazar el movimiento de un compuesto (como
ARNdh) desde un alimento para abejas (agua azucarada, tortas de polen, etc.),
a través de las abejas, y hacia los acaros, o en otros ensayos similares. Un
método comun para establecer estudios in vitro con abejas adultas infestadas
con Varroa consiste en seleccionar individualmente de los cuadros en las
colonias, abejas obreras que transporten acaros y colocarlas en jaulas. Este
meétodo es relativamente lento y puede ser particularmente dificil para los
investigadores con experiencia limitada en manejo de abejas. Un método
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alternativo incluye la recoleccion separada de abejas y acaros, seguida de la
infestacion de las abejas con los acaros recolectados. Los acaros se pueden
transferir a las abejas enjauladas utilizando un pincel, o si los acaros se
recolectaron en un recipiente, se pueden introducir en una jaula con abejas. Los
acaros se dispersan facilmente a través de las abejas en minutos. Un beneficio
principal de este ultimo método es que es factible que un Unico investigador y sin
demasiada experiencia lo pueda realizar rapidamente. Ademas, este método
evita la necesidad de mantener colonias con altas poblaciones de Varroa (que
son preferidas cuando se seleccionan abejas infectadas individualmente).

Recoleccion de abejas y acaros:

1. Recolectar abejas adultas de los cuadros de la colonia y colocar en jaulas
(consulte seccion 5 “Cages in which to maintain adult workers in the laboratory”
en Williams et al., 2013). El nUmero de abejas colocadas en cada jaula puede
variar de acuerdo con los requerimientos de cada experimento.

2. Recolectar los acaros utilizando los métodos descriptos en la secciéon 3.1.
Recoleccion de acaros.

Infestacién in vitro de abejas con &caros de Varroa:

3. Agregar 5-10 acaros a una caja de Petri pequefia (5 cm) conteniendo un
circulo de papel de filtro humedecido con 1:1 jarabe de azucar (por volumen) o
agua.

4. Colocar la caja de Petri con &caros en el fondo de la jaula que contiene las
abejas obreras.

5. Golpear ligeramente la jaula para hacer que las abejas caigan desde la parte
superior de la jaula hasta el fondo y entren en contacto con los 4caros. Este
procedimiento de infestacion artificial se basa en el comportamiento de
busqueda de los acaros, que se adhieren facilmente a las abejas que los
contactan. El jarabe de azlcar impregnado en el papel de filtro mantendra a las
abejas durante mas tiempo en el fondo de la jaula para darles méas tiempo a los
acaros para encontrar un hospedador.

6. Retirar la caja de Petri después de que todos los acaros se hayan adherido a
las abejas.

7. Repetir los pasos 5-6 hasta que se haya agregado el nimero deseado de
acaros a la jaula. Otra opcion es incorporar los acaros en forma parcial, en lugar
de tratar de agregarlos todos juntos a la jaula, dando como resultado una
distribucion méas uniforme de los acaros en las abejas. Tenga en cuenta que
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algunas abejas inevitablemente llevaran multiples acaros y algunas abejas no
tendran acaros.

Se deberan agregar mas acaros a cada jaula que los necesarios para el
experimento. Por ejemplo, agregue 30 acaros a una jaula cuando el experimento
requiera la recuperacion de 25 acaros mas adelante en el estudio. Esto es
necesario porque algunos &caros no se adhieren a ninguna abeja. En cualquier
caso, el numero de acaros de Varroa por jaula o por abeja puede variar segun
los criterios experimentales predeterminados.

8. Agregar un alimentador de jarabe de azlcar y suministro de agua a la jaula
después de que los acaros hayan sido agregados en las jaulas (consulte seccién
5 “Cages in which to maintain adult workers in the laboratory” en Williams et al.,
2013). Las abejas deben mantenerse hidratadas y alimentadas para garantizar
la supervivencia de los acaros. Mantener los acaros en las abejas adultas
funciona mejor en jaulas de mantenimiento en comparacion con tubos tipo
Eppendorf.

3.2.1.2. Mantener acaros en cria de abejas

Los &caros adultos se pueden mantener durante muchos dias en larvas o pupas
de abejas en el laboratorio, en condiciones térmicas e higrométricas
estandarizadas necesarias para la cria (34,5 ° C y 60-70% HR). La cria debe ser
reemplazada regularmente por individuos mas jovenes antes de que alcancen la
etapa adulta (Beetsma & Zonneveld, 1992). Para ello se pueden utilizar
pequefias cajas de Petri con algunas abejas inmaduras. Para mejorar la
alimentacion y la supervivencia de los acaros, es deseable un contacto cercano
entre los acaros y la cria. Algunos autores confinan los acaros individualmente
en una larva o pupa en recipientes mas pequefos (tubo tipo Eppendorf de 1,5
ml). Para aumentar la humedad en el tubo, se coloca una pieza humeda de
algodon en el fondo. El exceso de agua que se acumula en la parte superior del
algoddn debe eliminarse agitando el tubo para evitar que los acaros se adhieran
a las gotas. Perforar la tapa con 1-2 agujeros (diametro <1 mm) mejorara la
ventilacion y la respiracién. Se pueden guardar hasta 8 acaros en un tubo. Los
acaros se pueden transferir al tubo con un pincel. Una vez que se transfieren
todos los acaros, la pupa / larva se colocara en el tubo.

Ventajas: facil para mantener acaros vivos

Desventajas: no permite la oviposicion de los acaros
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3.2.1.3. Dieta Artificial

Para facilitar el mantenimiento y la cria de acaros en el laboratorio, se hicieron
intentos para desarrollar métodos de cria basados en dietas artificiales que los
acaros pudieran succionar a través de una membrana sintética (Bruce et al.,
1988; Bruce et al.,, 1991). Desafortunadamente, a pesar de que tanto la
membrana como la dieta parecen adecuadas para este propésito, no se logroé
una supervivencia y/o reproduccion satisfactoria.

3.2.2. Criade acaros en el laboratorio

Con el fin de obtener el ciclo de vida completo de Varroa dentro de las celdas de
cria en condiciones de laboratorio para observaciones y experimentacion, se
disefiaron métodos de cria dentro de celdas artificiales hechas con diferentes
materiales. Los materiales probados para las celdas incluyen cera, vidrio,
plastico, gelatina (Nazzi & Milani, 1994 y citas en el mismo). En general, la
reproduccion es muy dificil de obtener, debido a la cantidad de sefiales que se
requieren para que el &caro se reproduzca con éxito. Sin embargo, en algunos
casos se han obtenido tasas de reproduccién cercanas a las naturales. En
particular, Donzé y Guérin (1994, 1997) obtuvieron ciclos reproductivos
completos en celdas artificiales. Las celdas utilizadas se mantuvieron primero en
la colmena hasta el operculado, luego se llevaron al laboratorio y se colocaron
en una incubadora. A pesar de la baja aceptacion y tasa de infestacion en estas
celdas, permite el uso de celda de tamanos real e infestada de forma natural.
Nazzi y Milani (1994) desarrollaron un método que permite la reproduccion
normal de &caros en condiciones de laboratorio en celdas en las que se
introdujeron larvas y que se infestaron artificialmente para permitir un mayor
control del proceso.

3.2.2.1. Infestacién Natural

Material necesario: celdas cilindricas de poliestirol transparente (dimensiones
internas: 5,1 mm de didmetro x 14 mm de longitud para obreras y 6,7 mm de
diametro x 16 mm de largo para zanganos).

1. Incorporar las celdas en los cuadros de cera en una inclinacién 5-10 grados
en grupos de 60-70 celdas.

2. Cubrir con miel para aumentar la aceptacién de las celdas por parte de las
abejas obreras y estimular el comportamiento de limpieza.
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3. En colonias fuertemente infestadas con Varroa, confinar la reina por 12 horas
en las celdas artificiales.

4. Liberar la reina luego de ese periodo.

5. Registrar el momento de operculado de las celdas en intervalos de 1-2 horas
luego de 8,5 dias de la ovoposicion de la reina.

6. Remover las celdas de la colonia y el cuadro luego de que han sido
operculados.

7. Colocar en una incubadora a 34,5°C y 60-70% HR.

Ventajas: las celdas transparentes permiten la observacion del comportamiento,
infestacion natural y en celdas de tamafio natural.

Desventajas: tedioso, baja aceptacion y tasas de infestacion.

3.2.2.2. Infestacién artificial

1. Recoger los acaros y las larvas de abejas L5 de los panales de cria como se
describe en la seccion 3.1.4. “Recoleccion de acaros de la cria”.

2. Colocar la larva en una celda de gelatina sosteniendo su dorso entre el pulgar
y el primer dedo para estirarla.

3. Insertar el acaro utilizando un pincel fino.

En funcién de pruebas sobre diferentes didmetros, se establece que, como regla
general, cuanto mas estrecho sea el diametro de la celda, mayor sera la
reproduccion, pero mayor sera también la posibilidad de dafiar la larva mientras
se inserta en la celda. El mejor resultado se logra con celdas de gelatina de 6,5
mm de diametro.

4. Colocar en una incubadora a 34,5 ° C, 75% HR.

5. Colocar las celdas de modo que las pupas estén boca arriba. La geotaxis es
una sefal importante para el comportamiento Varroa (Donzé & Guerin, 1994).

6. Fijar la celda a un sustrato para evitar que ruede y manipular soélo
ocasionalmente para observaciones.

Ventajas: se puede obtener un alto porcentaje de acaros fértiles y un nimero de
cria cercano al de infestaciones naturales en las colmenas; las celdas
transparentes permiten observar el comportamiento. El procedimiento in vitro
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permite un control completo sobre el estado de infestacion de la abeja ya que las
obreras no tienen la oportunidad de eliminar la cria infestada.

Desventajas: tedioso; el tamafio de celda y la infestacion no son naturales.

3.3. Evaluacion de lareproduccion de Varroa en el laboratorio.
3.3.1. Evaluacion de la fertilidad

La evaluacion de la fertilidad de los acaros que se reproducen en celdas
artificiales (consulte seccion 3.2. "Cria de acaros en el laboratorio") o celdas
naturales sigue el mismo principio que el descrito para los métodos de campo
(consulte seccion 4.6.1. "Evaluacién del éxito reproductivo"). La diferencia es que
si se usan celdas transparentes (Donzé & Guérin, 1994; Nazzi & Milani, 1994),
no es necesario abrir la celda para contar la descendencia. La produccion y la
supervivencia de la descendencia pueden monitorearse a lo largo del tiempo.

3.4. Técnicas de marcado
3.4.1. Oogénesis

Luego de la activacion del ovocito (la ovogénesis) sigue la incorporacién de
material euplasmatico y/o proteinas de la yema. Para confirmar de forma rapida
dicha incorporacion y consecuentemente el inicio de la oogénesis, marcar los
ovarios con azul de toluidina (Garrido et al., 2000).

1. Retirar el escudo ventral de los acaros con pinzas de diseccién delgadas bajo
un microscopio binocular.

2. Extirpar el ovario junto con la espermateca y el érgano lirato.

3. Colocar en buffer PBS (solucion salina tamponada con fosfato, pH 7,2—7,4).
4. Fijar en formalina (4%) durante 30 min.

5. Lavar tres veces con buffer PBS.

6. Incubar en azul de toluidina (0,005%) durante 30 min. La duracion de la
incubacion puede necesitar optimizacion, que puede probarse en la coloracion
de los ovocitos activados aproximadamente 12 h después del operculado de la
celda.

7. Enjuagar con buffer PBS durante 15 min.
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8. Repetir el enjuague dos veces mas.

9. Verificar la coloracion de los ovocitos bajo un microscopio con un aumento de
400X.

Ventajas: mas facil y rapida que el método histoldgico alternativo. Detecta la
iniciacion de la oogénesis con alta resolucion.

Desventajas: en alguna medida tedioso; clasificacion subjetiva del color del
ovocito.

3.4.2. Sitio de alimentacién

Las “Varroas fundadoras” perforan la cuticula de las larvas y pupas de las abejas
de las que se alimentan ellas y sus crias (Figs. 6a y 6b). En las pupas tardias, la
herida se puede ver en la lupa debido al proceso de cicatrizacion de la cuticula
(Fig. 6¢). También se puede localizar mediante la observacion de los &caros
cuando se alimentan, evento que es relativamente raro y necesita un sistema in
vitro para ser observado (consulte seccion 3.2.2. "Cria de acaros en el
laboratorio"). En la mayoria de los casos, no se puede ver ninguna herida en las
larvas o pupas y es necesario un método de tincion para encontrarla (Fig. 6d).
Localizar la herida podria ser necesaria para estudios de comportamiento, de
comportamiento de alimentacién o reproduccion, o para estudios de transmision
de enfermedades secundarias (Kanbar & Engels, 2003). Ademas, este método
también se puede utilizar para los casos en los que debe hacerse visible una
perforacién de la cuticula de las abejas (por ejemplo, inyeccién de patdgenos u
hormonas).

Kanbar y Engels (2004) disefiaron un método de tincion clave que permite la
visualizacion de los sitios de alimentacion. Se utiliza el azul Trypan, un colorante
gue ingresa a células dafiadas (Roche, 1999), por ejemplo, células en las larvas,
pre-pupas o0 pupas de la quinta fase del dltimo estadio, que se encuentran
alrededor del orificio perforado por la Varroa fundadora. Los sitios de
alimentacion podrian asi tefiirse de forma duradera en individuos vivos y
observarse en el tiempo (Herrmann et al., 2005). La tincidon se puede detectar
hasta la etapa en que la cuticula se oscurece al punto de ocultar las células
tefiidas de azul. En este punto, el tefiido ya no es necesario.

Método de tincién:

1. Muestrear larva, pre-pupas o pupas de celdas infestadas con Varroa para
realizar la tincion (consulte seccion 3.1. “Recoleccién de acaros”).
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2. Sumergir las muestras durante 30 minutos en un volumen de medio de tincién
basado en Ringer suficiente para cubrir la mayor parte de la superficie del
cuerpo. Larvas y pupas sobreviven a este tratamiento (Kanbar & Engels, 2003).

3. Enjuagar en solucion de Ringer puro durante 3 min.

Para preparar la solucion de Ringer: Consulte Tabla 1 de la publicacién de
BEEBOOK sobre cultivos celulares (Genersch et al., 2013).

Medio de tincion vital: 100 ml de solucion de Ringer, 0,01 g de azul de Tripano
ajustado a pH 6,8 con KOH (0,1 M).

Figura 6. a. Acaro de Varroa adulto succionando hemolinfa de una pupa en el
sitio de alimentacion (punto negro arriba, a la izquierda). b. Ninfa del &caro
Varroa succionando hemolinfa de una pupa en el sitio de alimentacién (entre
las piernas de la ninfa). c. Sitio de alimentacién melanizado (flecha). Es visible
sin tincion. Estas instancias son mas frecuentes en pupas grandes o viejas. d.
Sitio de alimentacion (punto azul) en pupa blanca luego de tincién con azul de
tripano. Fotos: Swiss Bee Research Institute.
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3.4.3. Marcado de acaros

Los acaros de Varroa pueden marcarse con marcadores de pintura, pintura de
esmalte para modelos, corrector de brillo de poliéster fluido o pigmento
fluorescente (Schultz, 1984; Harris, 2001; Kirrane et al., 2012). Los métodos con
pintura son mas rapidos de usar y han demostrado ser mas seguros para los
acaros. La toxicidad se debe principalmente a los solventes incorporados en los
productos. Para la aplicacion de la pintura, se recomienda el uso de herramientas
suaves para evitar dafiar los acaros. Se puede colocar una gota de pintura en un
portaobjetos de microscopio y se pueden recolectar pequefias cantidades con
un pincel muy delgado o un hilo de pescar para su aplicacion en el &caro (Kirrane
et al., 2012). Las cerdas de un pincel se pueden cortar dejando suficientes para
obtener el tamafio deseado. El tamafio correcto de la herramienta de aplicacion
se obtiene cuando el punto de pintura es visible, pero no afecta el
comportamiento del acaro.

Si los acaros se utilizaran para observaciones de comportamiento durante la
etapa forética o reproductiva, se debe poner cuidado en que la marca de pintura
sea plana de manera que permita a los acaros empujarse entre los esternitos de
las abejas y alimentarse. También para permitir el movimiento libre de los acaros
dentro del &rea pequefia que representa el espacio entre las pupas y las paredes
de las celdas.

Antes de utilizarse en ensayos o estudios a gran escala, debe realizarse una
prueba de toxicidad para garantizar que la pintura elegida no sea toxica para el
acaro: los acaros marcados y los controles (en los cuales se debe realizar la
misma manipulacion, pero sin pintarlos) deben mantenerse en condiciones
similares y se debe comparar su longevidad. Los acaros marcados deben vivir
tanto como los acaros no marcados. Para minimizar el riesgo de que el punto de
pintura salga de la cuticula y evitar asi el reconocimiento del &caro marcado al
final del experimento, se deben realizar pruebas preliminares con diferentes
marcas para seleccionar una pintura de larga duracion.

3.5. Infeccién de &caros de Varroa con enfermedades secundarias
3.5.1. Micro-inyeccion

Todavia no se han desarrollado técnicas de micro-inyeccion especificas para
Varroa (consulte seccién 2.3. “Microinjection” en Human et al., 2013). Campbell
y colaboradores (2010) mencionan diversos inconvenientes al probar dichos
métodos. La manipulacion es laboriosa, requiere de equipo especializado y
resultd en la muerte de la mayoria de los acaros inyectados.
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3.5.2. Inmersion

La inmersion de los 4caros en una solucion que contiene ARNdh permite inducir
el knockdown de ciertos genes lo que demuestra el potencial de esta técnica
para infectar o contaminar a los acaros con microorganismos o material genético
(Campbell et al., 2010). Campbell y colaboradores (2010) demostré que cuando
se establece la osmolalidad adecuada (en este caso se utilizé NaCl al 0,9%) para
la solucién de inmersion, un gran numero de acaros Varroa (80%) puede
sobrevivir largos periodos de inmersién (14 hs a 4 °C), condicidén necesaria para
la infeccion/contaminacién. Hasta el momento, los métodos de inmersion rara
vez se han utilizado en estudios con Varroa, motivo por el cual se deben realizar
ensayos de optimizacion de la técnica para mejorar la supervivencia del acaro
después de la inmersion.

3.6. Bioensayos

La influencia de factores fisicos y quimicos en V. destructor han sido abordados
en distintos bioensayos. Estos bioensayos han sido Gtiles en dos ambitos de
investigacion en Varroa: el estudio de semioquimicos involucrados en la
interaccidn entre el acaro y la abeja, y en el estudio de resistencia del 4caro a
acaricidas.

3.6.1. Condiciones experimentales
3.6.1.1. Ambiente

El acaro vive en la colmena bajo condiciones estrictamente controladas, por lo
gue, con el objetivo de obtener una representacién realistica del acaro hacia un
quimico, debe testearse en las mismas condiciones de temperatura (32-35°C) y
humedad relativa (70%).

3.6.1.2. Dosis de quimicos

Con el objetivo de evitar algin desajuste vinculado al efecto real del quimico,
éstos deben ser testeados en dosis cercanas a su rango bioldgico. Por ejempilo,
la mayoria de los quimicos cuando son testados a dosis muy altas, resultan
repelentes. Desafortunadamente, este aspecto no ha sido muy considerado en
el estudio de la ecologia quimica de Varroa (ver ejemplos en Milani, 2002). En
estudios de dosis-respuesta en los que se analiza el efecto de distintas dosis en
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alguna variable biolégica, es importante considerar la dosis en escala
logaritmica.

3.6.1.3. Acaros a ser utilizados

En estudios de ecologia quimica, los 4caros que se utilizan en los bioensayos
deben ser los involucrados en el proceso en estudio (por ejemplo, si el estudio
se trata de la invasion de celdas, se utilizan los acaros que invaden las celdas
de cria). En estudios de eficacia de los acaricidas, la etapa de vida de los acaros
probados debe corresponderse a lo que estard expuesto al producto bajo
analisis. En contraste con muchos otros artropodos cuya ecologia es estudiada
por medio de bioensayos, actualmente no se dispone de ningdn método
altamente efectivo de cria artificial para el acaro Varroa (consulte seccion 3.2.
"Cria de &caros en el laboratorio"); por lo tanto, la estandarizacion es una tarea
dificil cuando se trata de recolectar acaros que son homogéneos para la edad,
condicion fisioldgica, estado de apareamiento, etc. Una solucién a este problema
es usar acaros que estan en la misma etapa de su ciclo de vida (consulte seccion
3.1. "Recoleccién de acaros").

3.6.2. Bioensayos en ecologia quimica de Varroa

Algunos de los bioensayos utilizados hasta ahora en el estudio de la ecologia
quimica de Varroa fueron adaptaciones simples de las que ya se usaban para el
estudio de semioquimicos en otros artropodos (Baker & Cardé, 1984). En
particular, la respuesta del acaro Varroa hacia diferentes fuentes de olor y los
compuestos puros se probaron usando varias configuraciones de propdsito
general incluyendo olfatdmetros “four-arms” (Le Conte et al., 1989), servosferas
(Rickli et al., 1992), y mazes (Kraus, 1993), tuneles de viento (Kuenen &
Calderone, 2002) y arenas de observacion (Rickli et al., 1994). En otros casos,
los bioensayos se disefiaron especificamente para el estudio del acaro Varroa.
En esta seccion, nos concentraremos en este Ultimo. Los estimulos quimicos
que influyen en el comportamiento del acaro durante las siguientes etapas del
ciclo biolégico del acaro se han estudiado mediante bioensayos de invasion de
celdas, apareamiento y oviposicién.

3.6.2.1. Invasion de celdas

En este caso, la atencion esta en las sefiales que influyen en la entrada del &caro
en la celda de cria que contiene una larva de abeja L5 (consulte seccion 2.5.
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“Obtaining brood and adults of known age” en Human et al., 2013) para una
descripcion de estadios larvarios), durante las 20-60 horas previas al operculado
(Rosenkranz et al., 2010).

Aqui se describen los métodos para bioensayos adecuados para estudiar
atrayentes vinculados a la invasion de celdas obreras (Rosenkranz, 1993; Nazzi
et al., 2001; Nazzi et al., 2004; Aumeier et al., 2002) y repelentes involucrados
en la repulsion del &caro a celdas reina (Nazzi et al., 2009).

3.6.2.1.1. Acaros a utilizar

Se desconoce qué determina el final de la fase forética de los acaros. Por lo
tanto, el uso de acaros foréticos para este ensayo no es ideal ya que los acaros
muestreados al azar podrian no estar 'motivados' para ingresar a las celdas y
responder al estimulo provisto. Por lo tanto, es recomendable usar acaros que
han expresado recientemente este comportamiento y lo repetirdn nuevamente.
Sin embargo, varios experimentos confirman que, durante la temporada, la
mayoria de los &caros foréticos estan dispuestos a reproducirse (por ejemplo,
Rosenkranz & Bartalszky, 1996; Martin & Cook, 1996; Garrido & Rosenkranz,
2003; Frey et al., en preparacion) y por lo tanto también podrian usarse para este
tipo de experimentos (consulte seccion 3.1."Recoleccion de 4caros" para obtener
una descripcion de como obtenerlos).

3.6.2.1.2. Disefio experimental

Este bioensayo fue descrito por Nazzi y colaboradores (2001) y representa una
modificacion del dispositivo utilizado por Rosenkranz (1993).

1. Utilizar una arena que consiste en una placa de vidrio con cuatro pocillos (7
mm diametro; 8 mm de profundidad) equidistante (1 cm) desde el centro.

2. Colocar una tapa de vidrio en un anillo metalico circular (5,6 cm de diametro)
para confinar a los acaros en la arena.

3. Aplicar el tratamiento a dos pocillos opuestos mientras que los otros dos
pocillos se utilizan como controles.

4. Colocar una larva de abeja en cada pocillo.

5. Colocar una hembra adulta en el centro de la arena entre los cuatro pocillos
con un pincel fino (Fig.7).
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6. Mantener las arenas en una camara a 34,5 °C y 60-70% HR durante la
duracion del bioensayo.

7. Chequear la posicién de los acaros cada 5 min durante 30 min.

Para obtener un tamafio de muestra suficiente, se utilizan veinte arenas a la vez
y las pruebas se replican en dias diferentes varias veces (tipicamente un minimo
de tres) usando un total de al menos 60 acaros.

[ Tratamiento
Tapa de vidrio [ Control

"\ Larva de abeja
* varroa

Anillo metalico
Plato de vidrio con pocillos

Figura 7. Arena utilizada para los ensayos de comportamiento de invasion de
celdas.

3.6.2.1.3. Anélisis de los datos

Debido a que no se conoce la distribucién de las variables a muestrear, se realiza
una prueba de aleatorizacibn muestreada. Esta prueba es preferible a las
pruebas de estadistica paramétrica convencionales ya que a menudo conducen
a sobreestimar la importancia de las diferencias.

Para cada arena, la cantidad de veces que se observa el acaro en los pocillos
tratados y de control, respectivamente, durante el periodo de 30 minutos son
utiizados como datos para el analisis estadistico. Esto se hace
independientemente de si el acaro habia cambiado los pocillos entre
observaciones o simplemente se quedo en el mismo pocillo. Luego, se construye
una matriz con tantas filas como el numero de acaros utilizados en el bioensayo,
y dos columnas que contiene los datos de los pocillos tratados y de control para
cada uno de los acaros probados. Los datos provenientes de los grupos tratados
y control son comparados por una prueba de aleatorizacién muestreada (Manly,
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1997; Sokal & Ronhlf, 1995). La distribucion de aleatorizacion se debe volver a
muestrear un numero suficiente de veces (por ejemplo, 106 veces).

3.6.2.2. Oogénesis

Aproximadamente 70 h después del operculado, el 4caro comienza a poner
huevos, lo cual continla a intervalos de 30 h hasta 5-7 generaciones de
descendencia (Rosenkranz et al., 2010). Las sefiales que influyen en la
oviposicion fueron estudiadas utilizando celdas de cria artificiales (Milani &
Chiesa, 1990; Trouiller & Milani, 1999).

3.6.2.2.1. Acaros utilizados en los bioensayos

Para estudiar los factores que afectan la ovogénesis, deben utilizarse 4caros que
aun no han sido estimulados para comenzar la ovogénesis. Tener en cuenta que,
si un &caro ha estado en contacto con una larva L5 durante 6 h, se inicia la
ovogénesis (Garrido et al., 2000). Por lo tanto, se deben usar los acaros foréticos.
Sin embargo, no todos los acaros foréticos iniciaran la reproduccion y ovogénesis
ya que son de diferentes edades y estados fisioldgicos. Para analizar los factores
que desencadenan la oviposicidbn una vez que la oogénesis del acaro se ha
activado y completado, se deben colectar los acaros de celdas de entre 24 hs y
123 hs de operculada (después de lo cual dejan de reproducirse, Nazzi inédito).
Una vez colectados deben ser introducidos en celdas que contienen una pupa
joven suficiente para permitir el ciclo reproductivo normal (consulte seccion 3.1.4.
“Recoleccion de acaros de la cria” para obtener acaros de sus celdas). Para
estos estudios, se deben considerar las diferentes fases del desarrollo
ontogenético del acaro (Steiner et al., 1994).

3.6.2.2.2. Disefio experimental para probar la activacion de ovogénesis

Bioensayo para evaluar el efecto de compuestos volatiles o no volatiles para su
efecto sobre la activacion de la ovogénesis.

En el campo:

1. Tratar las celdas de cria con el estimulo bajo prueba o tratar los acaros. Tener
cuidado con la toxicidad del solvente para abejas y acaros.

2. Abrir las celdas un minimo de 70 h después de la introduccion del acaro.
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3. Chequear la presencia de huevos en las celdas. Abrir las celdas mas tarde
(por ejemplo, entre 7 y 10 dias) facilita la deteccion de huevos y crias, pero
aumenta las posibilidades de remocion por parte de las abejas.

Ventajas: menos tiempo en comparacion con el bioensayo de laboratorio.
Muchas celdas de cria pueden tratarse bajo condiciones naturales.

Desventajas: los estimulos no se pueden evaluar independientemente de otros
factores (larvas, actividad de abejas nodrizas).

En el laboratorio

Este protocolo esta basado en Garrido y Rosenkranz (2004) para probar el efecto
de los volatiles en la activacion de la ovogénesis:

1. Ofrecer compuestos volatiles en un trozo de papel de filtro colocado en un
tubo de PCR de 0,2 ml.

2. Agregar un &caro hembra en el tubo.
3. Evitar que el 4caro llegue al papel de filtro con una gasa de plastico.

4. Retirar los acaros ocho horas después de la exposicion al supuesto factor
desencadenante

5. Diseccionar el tracto reproductivo de los acaros.

6. Tenir el tracto reproductivo para determinar el desarrollo de los ovocitos
terminales (consultar secciones 3.4. “Técnicas de marcado” y 3.4.1.
"Oogénesis").

Ventajas: Es la Unica prueba de estimulo posible.

Desventajas: demanda mucho tiempo. Debido a la falta de nutricién del acaro,
la prueba solo se puede realizar durante aproximadamente 8 h.

3.6.2.2.3. Disefio experimental para testear la oviposicién

1. Tratar la celda o el &caro con el compuesto bajo prueba. Tener cuidado con la
toxicidad del solvente para abejas y acaros.

2. Transferir los acaros a las celdas que contienen un hospedero a una edad
temprana suficiente, que permite la reproduccion del &caro para proceder
normalmente.
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3. Monitorear la reproducciéon después de un intervalo de tiempo dado. Cuando
se necesita medir la fecundidad, la celda debe ser abierta un dia antes de que
emerja. Este periodo puede ser mas corto si solo la fertilidad (es decir, responder
a la reproduccion si 0 no) es de interés, pero debe pasarse 70 h después del
limite (Tabla 2).
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3.6.2.3. Orientacion dentro de la celda operculada

Estudios cuidadosos del comportamiento del acaro dentro de la celda de cria
llevado a cabo por Donzé y Guérin (1994) han revelado una buena distribucion
de actividad espacial y temporal. Los quimicos involucrados en esta etapa crucial
del ciclo de vida del acaro se estudiaron principalmente utilizando bioensayos
basados en arenas de observacion (Donzé et al., 1998; Calderone & Lin, 2001).

3.6.2.3.1. Acaros para ser utilizados

Los acaros deben tomarse a partir de celdas infestadas de forma natural en la
etapa en el que se expresa el comportamiento bajo andlisis (consulte seccion
3.1. "Recoleccién de acaros").

3.6.2.3.2. Disefio experimental

Donzé y colaboradores (1998) utilizaron una modificacion del bioensayo descrito
por Rickli y colaboradores (1994) para estudiar los quimicos que inducen el
secuestro de acaro.

1. Usar una placa de vidrio limpiada con acetona y pentano.

2. Dibujar tres circulos concéntricos de 12 y 24 y 36 mm diametro en la parte
inferior del vidrio (Fig. 8).

3. Aplicar el compuesto a probar en la parte superior de la placa de vidrio en el
anillo delimitado por los circulos de 12 y 24 mm.

4. Colocar un acaro en el centro de los circulos (los acaros que no alcanzan el
area de tratamiento dentro de los primeros 300 seg son descartados).

5. Observar la actividad de caminar del acaro.

6. Tener en cuenta el tiempo que paso en el area tratada. Este tiempo se usa
como una medida de la actividad de secuestro del estimulo bajo prueba.

7. Detener el ensayo cuando el acaro cruce el circulo exterior de 36 mm o
después de 300 seg.
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Plato de vidrio con
| circulos dibujados en la

«— ; .
parte inferior
< area tratada
@< \\ \ Varroa

Figura 8. Arena de testeo para bioensayo de secuestro de acaro.

3.6.2.3.3. Andlisis de los datos

Para verificar diferencias entre tratamientos y controles, se comparan los tiempos
pasados dentro del area tratada con diferentes estimulos usando test no
paramétricos como las pruebas de Mann-Whitney y Friedman (para
experimentos simples y repetidos, respectivamente). Debido a algunas réplicas
desequilibradas, es posible utilizar una generalizacién de la prueba de Friedman
(Del Fabbro & Nazzi, 2008).
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Tabla 2. Tiempo minimo de post-operculado para el cual varios parametros de
reproduccion del acaro pueden ser medidos de manera precisa. Adaptado de
Martin, 1994 y 1995a. *Para la identificacion del acaro fisiogastrico, ver la
Figura 14. Al comparar este acaro con un acaro no fisiogastrico, los segmentos
de este Ultimo aparecen conectados y sin bordes blancos (membrana

intersegmental).
- ., Tiem
Clasificacion de la empo
- desde el i

reproduccion del Comentarios

. operculad

acaro

o (horas)
luego de que el primer huevo deberia haber sido
anormal >60 9 q P
puesto

anormal con un solo 5140 luego de que el segundo huevo deberia haber

macho eclosionado

30-50 si la madre fundadora no es fisiogastrica
Sin reproduccion
>70 ausencia de huevos
acaro muerto atrapado 30 luego de finalizada la construccion del capullo por parte
en la pared de la celda de la larva
acaro muerto en la .
>0 en cualquier momento
celda

3.6.2.4. Fase forética

Después de emerger de la celda de cria, el acaro ingresa a la fase forética en
abejas adultas y dura alli hasta la invasion de una nueva celda de cria para
comenzar la fase de reproduccion. Los bioensayos han sido utilizados por varios
autores para trabajar en las sefales quimicas que afectan al acaro en las abejas
adultas. Kraus (1994) us6 un bioensayo de doble eleccion para probar varios
productos quimicos por su efecto sobre el acaro, como un procedimiento de
deteccion para identificar las posibles sustancias que se utilizaran en los
métodos de control biolégico.

El y otros autores utilizaron bioensayos de laboratorio para investigar los
estimulos que afectan la eleccion del hospedero por el acaro (Hoppe & Ritter,
1988; Kraus, 1990, 1994; Del Piccolo et al., 2010). Todos estos bioensayos estan
basados en el mismo tipo de configuracion. Aqui se presentara el disefio de
bioensayo descrito por Del Piccolo y colaboradores (2010), el cual fue utilizado
para estudiar la preferencia de la Varroa para el polen y las abejas nodrizas.
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3.6.2.4.1. Acaros a ser utilizados

Los acaros se muestrean con el hospedero que los porta. Los acaros son
separados de su abeja hospedera por medio de un aspirador bucal o un cepillo
de pintura. La recoleccion de acaros con el método de azucar en polvo no es
recomendado dado los posibles efectos del azucar sobre la vitalidad de los
acaros (consulte seccion 3.1. "Recoleccion de acaros").

3.6.2.4.2. Disefio experimental

1. Limpiar una placa de Petri de vidrio pequefia (60 mm de diametro) con acetona
y hexano o pentano.

2. Colocar 2 abejas adultas muertas en 2 lados diametralmente opuestos de la
placa de Petri, cerca de las paredes (Fig. 9).

3. Tratar a una abeja con la sustancia probada, tratar a la otra (control) abeja con
el disolvente utilizado para transferir la prueba sustancia en la primera abeja. Use
un volumen de solvente lo mas pequefio posible para evitar perturbar la capa de
hidrocarburos cuticulares. En caso de un bioensayo de remocién/restauracion,
la cuticula de las abejas debe ser lavada con un solvente para eliminar los
hidrocarburos.

4. Colocar las placas de Petri en una cabina termostatica, en la oscuridad, a 34,5
°C y 60-70% de humedad relativa.

5. Colocar un acaro hembra adulta en el centro de la placa de Petri.

6. Observar la posicién del &caro cada 10 min durante 60 min. Se consideran
tres posiciones: acaro en la abeja tratada, acaro en la abeja de control, los acaros
qgue no se encuentran en las abejas.

7. Probar 10 acaros en diferentes placas de Petri simultaneamente y replicar 6
veces. Alternar los lados de las abejas tratadas y de control para cada réplica
para controlar la influencia de factores externos en la locomocion de los acaros.
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Placa de Petn1

Abeja Tratada

Acaro Varroa

/ Abeja control

Figura 9. Arena de testeo para bioensayo de atraccion de acaros foréticos.

3.6.2.4.3. Andlisis de datos

Para cada placa de Petri, se calcula una puntuacién sumando el numero de
acaros que se encontraron en las abejas durante las seis observaciones. Esta
cifra puede variar entre 0 y 6 y es representativa del tiempo que el acaro Varroa
esta en las abejas. La puntuacién se puede considerar como una medida de la
preferencia del acaro por el estimulo bajo prueba. Los datos de todas las réplicas
se organizan en una matriz con un numero de filas equivalente al nimero de
acaros utilizados en el bioensayo, y 2 columnas que contiene las puntuaciones
de los 2 estimulos a comparar. Como las variables en estudio tienen una
distribucion desconocida, las puntuaciones de diferentes estimulos en un
conjunto de datos se comparan mediante una muestra de prueba de
aleatorizacion (Sokal & Rohlf, 1995; Manly, 1997). La distribucion de
aleatorizacion debe volverse a muestrear un niumero de veces suficiente (por
ejemplo, 106 veces). Los productos quimicos activos identificados mediante
bioensayos de laboratorio pueden ser probados en el campo. Por metodologias
relacionadas consulte seccion 4.8.4. “Evaluacién de Varroacidas en el campo”.
Esta guia describe la prueba de efectos acaricidas; sin embargo, tambiéen se
puede usar cuando se usan sustancias que no matan a los acaros, pero
perturban su orientacion y reproduccion. El efecto esperado no es la muerte de
los acaros, sino una reduccion en el tamafo de la poblacion de acaros en la
colonia lo cual también puede ser detectado con este método.
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3.6.2.5. Bioensayos de apareamiento

Este bioensayo permite la observacion y el andlisis de comportamiento de
apareamiento de los acaros en condiciones de laboratorio y también es
adecuado para probar sustancias que puedan estimular o perturbar el
comportamiento de apareamiento.

3.6.2.5.1. Acaros utilizados en el bioensayo

Machos adultos y todas las otras etapas relevantes de 4caros para el bioensayo
de apareamiento se pueden encontrar en las celdas de cria de obreras con una
edad de entre 8-9 dias post-operculado. Consultar seccion 3.1.4. “Recolecciéon
de acaros de la cria” para la descripcion de como recoger acaros de las celdas.
Las hembras obtenidas poco después de la muda adulta deben ser utilizadas
para la observacion general del comportamiento de apareamiento Yy
experimentos de perturbaciones. Las deuteroninfas (Fig. 10) no son atractivas
para machos y se pueden usar como "mufiecos” cuando el objetivo es probar
sefiales de estimulo. Los acaros deben separarse segun el sexo (consulte
seccion 4.6.1. “Evaluacién del éxito reproductivo” y las Figs. 10y 11) y deben ser
guardados en grupos de maximo 5 individuos a 28-30 °C para evitar
copulaciones no deseadas y una disminucién de la aptitud fisica.
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Figura 10. Vista ventral y dorsal de los estadios de desarrollo de las hembras
de Varroa destructor (arriba) y de los machos (debajo) en cria de A. mellifera.
El tiempo de desarrollo aproximado se muestra arriba de las lineas horizontales
de diferente espesor que delimitan los estadios. Las lineas continuas
representan las fases moviles mientras que las lineas de puntos representan
las fases inmdoviles previo a la muda (de acuerdo con Donzé et al., 1994). Las
fases méviles e inmaviles sélo pueden distinguirse en material vivo, no en
muestras frizadas. Fotos: R. Nennelliy S. Martin.
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3.6.2.5.2. Disefio experimental
Este bioensayo fue descrito por Ziegelmann et al. (2012).

1. Se pueden utilizar las copas de celdas de reina Queen (por ejemplo, Nicot
system®) como prueba de arena. Se recomienda embeber las copas de celdas
con cera en una placa de Petri de vidrio.

2. Asegurar una temperatura de 28-30 °C en la copa de la celda colocando el
disefio previamente mencionado en una placa de calor.

3. Transferir los estadios de acaros que interesan en la copa de la celda. Cuando
se analizan extractos o sustancias individuales, siga los pasos 4 y 5, mientras
que, si solo se observa comportamiento, pase a 6.

4. Aplicar sustancias de prueba volatiles a un trozo de papel de filtro (tamafio:
1,5 mm x 15 mm).

5. Colocar sustancias volatiles en las proximidades de la hembra; aplique
sustancias no-volatiles directamente al acaro hembra. Para la aplicacién de la
sustancia de prueba, elija un solvente que no dafa ni repele a la hembra.

6. Cubrir con una placa de vidrio para evitar que escapen los acaros.

7. Registrar las respuestas masculinas con, por ejemplo, el software Observer
(Tecnologia de la informacién de Noldus) durante 5 0 10 minutos.

8. Clasificar las respuestas masculinas de la siguiente manera: 1. movimiento
alrededor de la hembra; 2. montar el dorso de la hembra; y 3. Copula contra el
vientre de la hembra.

3.6.3. Bioensayos para cuantificar la susceptibilidad de la Varroa a los
acaricidas

La resistencia al acaricida representa un gran problema para la apicultura y se
ha relacionado con pérdidas generalizadas de colonias de abejas. Para reducir
el impacto de tales pérdidas, es vital una deteccion rapida de la resistencia a
Varroa en la poblacion. También hay una necesidad de descubrir nuevas
sustancias Varroacidas. Milani (1995) ide6 un bioensayo para el estudio de
acaricidas que son activos por contacto (es decir, el ingrediente activo contamina
la cuticula de las abejas y es absorbido por el acaro por contacto indirecto). Este
es el caso de la mayoria de los acaricidas utilizados actualmente (por ejemplo,
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piretroides y algunos acidos organicos). El bioensayo descrito se ha utilizado
para probar la actividad de varios acaricidas incluyendo tau-fluvalinato,
flumetrina (Milani, 1995), perizina y Cekafix (Milani & Della Vedova, 1996), acidos
oxalico y citrico (Milani, 2001), asi como para el estudio de reversion de
resistencia (Milani & Della Vedova, 2002). Para aquellos acaricidas que son
ampliamente utilizados para el control del &caro Varroa y son transmitidos por el
aire, el bioensayo anterior no es adecuado. Para estos casos un nuevo
bioensayo desarrollado por el Laboratorio de la abeja melifera de la Universidad
de Udine se presenta en la seccion 3.6.3.3. “Bioensayos para sustancias
volatiles”.

3.6.3.1. Acaros utilizados en bioensayos de susceptibilidad

Para este ensayo, se deben utilizar los acaros que estarian expuestos al
producto en las colonias. Algunos productos solo afectan a la Varroa forética,
otros también afectan a los acaros en las celdas de cria. Los acaros adultos en
la etapa reproductiva podrian tener diferente susceptibilidad en comparacion con
los &caros foréticos o sus descendientes porque su cuticula no esta endurecida
o debido a diferencias fisioldgicas. Milani (1995) y Milani y Della Vedova (1996)
probaron compuestos que solo afectan a los acaros foréticos, pero mostraron
que la mortalidad fue mas homogénea en los acaros recolectados de la cria. Esto
podria deberse a una fisiologia mas homogénea comparado a la de los acaros
foréticos. Por lo tanto, se recomienda probar todas las etapas de la vida para
obtener una imagen completa de la susceptibilidad a los acaros. Cuando se
prueban los acaros de cria, se colectan panales (o trozos de panal) de colonias
infestadas después de abrir e inspeccionar celdas operculadas. Los acaros que
parasitan la cria de diferentes etapas de desarrollo tienen diferentes
susceptibilidades a los acaricidas (Milani & Della Vedova, 1996). Para las
pruebas, por lo tanto, los acaros se agrupan segun la edad de su hospedero de
criay se analizan por separado. La edad de las larvas o pupas que se encuentran
en estas celdas puede ser predeterminado marcando la celda en el momento de
operculado y abriéndola luego en un momento dado. Alternativamente, la edad
aproximada de la cria se puede inferir en funcién de la morfologia y pigmentacién
de la larva o la pupa (consulte seccion 2.5. “Obtaining brood and adults of known
age” en Human et al., 2013). Es posible mezclar los acaros obtenidos de
diferentes etapas so6lo si estudios previos indican que no hay diferencias entre
las distintas etapas de desarrollo (Milani, 1995), ya que dichas diferencias
podrian influir en su susceptibilidad a la actividad de diferentes compuestos
independientemente del desarrollo del hospedero, aunque esto no ha sido
probado todavia. Los &caros se mantienen en su larva o pupa hospedera en
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placas de Petri hasta que se recoja un numero suficiente. Esto asegura que
puedan alimentarse si tienen hambre y la presencia de su propio hospedero
asegura que su estado fisiolégico no cambia. Solo hospederos del mismo estadio
pueden mantenerse en la misma placa, ya que los acaros pueden abandonar su
larva o pupa y subir a otra.

3.6.3.2. Bioensayos para sustancias de contacto.

1. Para formar la arena, limpiar con acetona y hexano un anillo de acero
inoxidable (56 mm de diametro interno, 2—3 mm de altura) y 2 circulos de vidrio
(62 mm de diametro; NaCa vidrio).

2. Aplicar el producto a analizar y la solucion de control en las piezas de la arena.
Probar diversas concentraciones de los productos. Para definir estas
concentraciones consultar Medrzycki y colaboradores (2013). La aplicacion del
ingrediente activo en las piezas de arena varia segun sus propiedades
fisicoquimicas.

2.1. Para ingredientes activos solubles en agua (compuesto polar):
2.1.1. Mezclar el ingrediente activo con un solvente conveniente.

2.1.2. Rociar los discos de vidrio y el anillo con una solucion del
compuesto lo mas uniformemente posible.

Esto se puede hacer por medio de un "spray de precision Potter torre" (por
ejemplo, Burkard Manufacturing Co; Reino Unido) (Milani, 2001). Para hacerlo,
cargar el depésito con 1 ml de solucidn; ajustar a una distancia entre la superficie
rociada desde el extremo inferior del tubo a 11 mm y usar una boquilla de 0,0275
pulgadas. La presion se ajusta (generalmente en el rango de 350 a 500 hPa)
hasta que la cantidad de solucibn depositada sea 1 = 0,05 mg/cm2.
Alternativamente, si dicho equipo no esta disponible, se puede utilizar la placa
de Petri de vidrio como arena. La solucion (ingrediente activo en un solvente de
bajo punto de ebullicién) se vierte en la placa para cubrir todo el fondo de la placa
y dejar evaporarse bajo una campana extractora. Dependiendo de la tension
superficial del ingrediente activo, dara como resultado una capa uniforme de
sustancia en el fondo de la placa. Luego, los acaros pueden ser expuestos a la
sustancia en la placa de Petri. Este método no se puede utilizar cuando la tension
superficial del ingrediente es demasiado alta y se forman gotas en la placa de
Petri.

2.2. Para ingredientes activos solubles en lipidos (compuesto apolar):
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2.2.1. Derretir 10 g de cera de parafina (por ejemplo, Merck 7151, punto
de derretimiento de 46-48 °C) en un recipiente de vidrio mantenido en
bafio de agua a 60 °C.

2.2.2. Disolver la cantidad requerida del ingrediente activo en un
disolvente apropiado (por ejemplo, hexano o acetona).

2.2.3. Agregar esta solucién a la cera derretida. El disolvente solo se
agrega a la cera de control.

2.2.4. Pese los discos de vidrio y los anillos de hierro antes de cubrirlos
con la cera.

2.2.5. Agitar la mezcla durante 30 min.

2.2.6. Sumergir los anillos de acero en la cera de parafina fundida, un lado
de los discos de vidrio se recubre bajando los discos sobre la parafina
fundida.

2.2.7. Pesar los discos de vidrio y los anillos de hierro después del
recubrimiento. Desechar las arenas (anillo + circulos de cristal) con un
total de recubrimiento fuera del rango 1,6-2 g.

2.2.8. Mantener las piezas de arena durante al menos 24 h a temperatura
ambiente para permitir que el solvente se evapore.

2.2.9. Almacenar a 32,5 °C hasta su uso.

3. Colocar el anillo entre los circulos de cristal para construir una jaula. Las jaulas
se usan dentro de las 60 h de preparacion, por no mas de tres ensayos.

4. Introducir de 10 a 15 acaros en esta jaula y una las piezas con gotas de cera
derretida. Utilizar acaros recogidos de larvas curvadas, larvas estiradas, pupas
con 0jos blancos y con 0jos oscuros y cuerpo blanco y palido (consulte seccion
2.5. “Obtaining brood and adults of known age” en Human et al., 2013)

5. Después de 4 h, transferir los acaros a una placa de Petri de vidrio limpia (60
mm diametro) con dos o tres larvas de obreras tomadas de las celdas de 0-24 h
después del operculado (obtenidas segun se describe en la seccion 3.1.4.
“Recoleccion de acaros de la cria”) o con dos o tres pupas de ojos blancos (45
dias después de la limitacion).

6. Observar los acaros bajo un microscopio de diseccion, 4, 24 y 48 h después
del inicio del tratamiento (es decir, en el momento en que se transfiere a la placa
de Petri) y clasificar como:
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6.1. Moviles: caminan cuando estan de pie, no estimulados o después de la
estimulacion.

6.2. Paralizados: mueven uno o mas apéndices, no estimulados o después de la
estimulacién, pero no pueden moverse.

6.3. Muerto: inmovil y no reacciona a luego de 3 estimulaciones posteriores.

Se puede utilizar una aguja para estimular los acaros al tocar sus patas. Limpiar
las agujas o utilizar nuevas agujas para estimular grupos control y evitar su
contaminacion con residuos de ingredientes activos de acaros tratados. Los
ensayos se llevan a cabo a 32,5 °C y 60-70% de humedad relativa. Si la
mortalidad en los controles supera el 30%, se excluye la réplica. Cada
experimento debe ser replicado con un niumero suficiente de jaulas (consulte en
Medrzycki et al., 2013 y Pirk et al., 2013). Si los &caros son escasos, realizar mas
repeticiones y analizar mas acaros a dosis que se encuentren alrededor de la
mediana de la densidad letal, de forma de aumentar la resolucion estadistica en
esta region.
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3.6.3.3. Bioensayos para sustancias volatiles.

1. Disolver el ingrediente activo (por ejemplo, timol) en un disolvente adecuado
(por ejempilo, éter di-etilico) a una concentracioén de 0,5 g /ml.

2. Tratar un area circular (diametro = 6 cm) del lado interno de la tapa de una
placa de Petri de vidrio (diametro = 14 cm) con 250 ul de la solucién.

3. Dejar que el solvente se evapore.

4. Colocar de 10 a 15 acaros en el fondo de la placa de Petri y mantener
diferentes grupos dentro del contenedor cerrado durante 0, 15, 30, 45, 90, 135
min a temperatura ambiente.

Utilizar &caros del mismo origen que para el bioensayo de susceptibilidad para
contactar sustancias (consulte seccion 3.6.3. “Bioensayos para cuantificar la
susceptibilidad de la Varroa a los acaricidas”).

5. Después de cada intervalo, trasferir el grupo a pequefias placas de Petri
(didmetro = 6 cm) con una larva de abeja por cada cinco acaros.

6. Colocar en una incubadora a 34,5 ° C y 60-70% de humedad relativa.

7. Monitorear la supervivencia de los 4caros a las 48 horas.

3.6.3.4. Andlisis de los datos

Los datos se analizan utilizando la transformacién probit. Considerar la tasa
natural de mortalidad utilizando el abordaje iterativo segun Finney (1949).
Computar las concentraciones que matan a una determinada proporciéon de
acaros y sus limites fiduciales segun Finney (1971). Consultar en Medrzycki y
colaboradores (2013) para estos calculos.
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4. Métodos de campo
4.1. Técnicas diagndsticas

Se describen a continuacion tres métodos diagndsticos para estimar la tasa de
infestacion con Varroa y que proveen resultados comparables (Branco et al.,
2006). En caso de que el porcentaje de infestacion resultante sea menor al 2%,
consultar el apartado final (otras técnicas alternativas), ya que las técnicas que
se describen a continuacion son efectivas cuando los porcentajes de
parasitacion son superiores al 2%.

4.1.1. Tasa de infestacion en cria de abejas

1. Examinar 200 celdas operculadas de ambos lados de 2 cuadros con cria
operculada (50 celdas por lado, por cuadro). La eleccion de las celdas a
muestrear debe ser al azar intentando revisar celdas distribuidas en las distintas
regiones del cuadro. Esto es importante, ya que el &caro puede concentrarse en
zonas de cria y en caso de muestrear una Unica zona del cuadro existe la
posibilidad de subestimar o sobrestimar los niveles de infeccion. Ademas,
muestras de celdas provenientes de diferentes cuadros consideraran la
irregularidad espacial de la infestacion con Varroa. El conteo puede realizarse
en el apiario utilizando una mesa portatil, un porta-cuadros, una lupa de bolsillo
y una linterna que ayude a explorar el interior de las celdas. Recomendacién:
cuando debido a la distancia entre el apiario y los lugares acondicionados para
conteo 0 en momentos con altos niveles de pillaje, se puede cortar el cuadro con
gradilla equivalente al area de cria. Rotular y realizar el conteo en el laboratorio.

2. Abrir cada celda y examinarlas para determinar la presencia o ausencia de
Varroa. En primer lugar, debe observarse si hay Varroas adheridas a las pupas
extraidas de cada celda. En segundo lugar, debe observarse con la ayuda de
una lupa y luz adecuada la presencia de Varroas en el interior de la celda. Esta
puede ser diagnosticada por observacion directa de los acaros o de sus heces
(materia blanca y gomosa localizada la mayor parte de las veces en las paredes
de las celdas cerca del fondo).

3. Contar el numero de las celdas abiertas.
4. Contar el numero de celdas infestadas, independiente del nimero de acaros.

5. Dividir el numero de celdas infestadas por el total de las celdas abiertas para
obtener la proporcion de celdas infestadas con Varroa.
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6. Multiplicar la proporcion por 100 para obtener la tasa de infestacion en 100
celdas cria.

4.1.2. Tasa de infestacion en abejas adultas
4.1.2.1. Muestreo

Materiales: Frascos de plastico que deberan estar correctamente rotulados
identificando el nUmero de colmena al que pertenece la muestra.

Colectar 200—-300 abejas de ambos lados de al menos 3 cuadros con cria sin
opercular (excepcionalmente pueden ser dos cuadros en temporadas con
disminucién de disponibilidad de cria). Sostener el cuadro inclinado a 10 grados
aproximadamente en forma vertical. En la cara orientada hacia arriba, deslizar el
recipiente de arriba hacia abajo de manera que caigan las abejas en el recipiente.
Cheguear previamente que no se encuentre la reina en el cuadro.

4.1.2.2. Separacion de los acaros de las abejas
4.1.2.2.1. Lavado en agua con detergente o etanol (75%)

Materiales: frascos de plastico conteniendo aproximadamente la mitad de su
volumen con agua o alcohol al 95% (para su conservacion).

1. Sila muestra esta en etanol, filtrar y realizar un enjuague de la muestra.
2. Agregar agua con detergente para cubrir las 300 abejas.
3. Batir el frasco por 20 segundos para desprender los &caros de las abejas.

4. Lavar el contenido del frasco utilizando un primer tamiz (abertura de 3-4 mm)
para colectar las abejas y un segundo tamiz (abertura < 0,5 mm) debajo del
primero para colectar los acaros.

5. Chequear el frasco por posibles acaros pegados en las paredes o tapa.

6. Lavar las abejas y los acaros con una buena cantidad de agua tibia.
Estandarizar fuerza y volumen del flujo de agua para el lavado y el tiempo de
lavado.

7. Repetir los puntos 4 al 6 dos veces mas para obtener un total de tres lavados
de cada muestra. Importante: si se detecta al menos un acaro en el tercer
lavado agregar un lavado mas para asegurar que no queden acaros sin
registrar.
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8. Contar los acaros colectados en el segundo tamiz en los tres o cuatro lavados
y sumarlos.

9. Contar las abejas en la muestra.

10.Dividir el numero de acaros por el nimero de abejas en la muestra para
determinar la proporcion de individuos infestados.

11.Multiplicar por 100 para obtener el numero de acaros en 100 abejas.
Ventajas: bajo impacto ambiental si se usa agua, bajo costo.

Desventajas: no es practico en apiarios lejanos ya que se necesita grandes
cantidades de agua y una fuente de calor. Si se utiliza alcohol es mas caro y no
es amigable con el ambiente.

4.1.2.2.2. Azucar impalpable

Materiales: frascos de boca ancha con una tapa cuyo centro esté reemplazado
por una malla o tela de 2 mm.

1. Poner 300 abejas provenientes del frasco de muestreo en el frasco
modificado y cerrar con la tapa.

2. Colocar 1 cucharada colmada de azucar impalpable (por los menos 7
gramos) a través de la malla o tela de la tapa.

3. Girary batir el frasco para cubrir todas las abejas con el azlcar.
4. Dejar reposar por un minuto

5. Dar vuelta el frasco sobre una superficie blanca de modo que los acaros
desprendidos caigan y puedan ser contabilizados.

6. Contar el nimero de abejas en la muestra.

7. Dividir el nimero de acaros por el numero de abejas y multiplicar por 100
para determinar el nimero de &caros por cada 100 abejas.

Ventajas: practico, bajo costo, no destructivo y amigable con el ambiente.
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4.2. Analizando la eficiencia de las técnicas de separacion de acaros y
abejas.

Es importante separar a los acaros de todas las muestras de forma
estandarizada de modo que las tasas de infestacion medidas sean comparables
entre muestras. Cuando el objetivo es comparar las tasas de infestacion de las
muestras, el célculo de la eficiencia de lavado no es necesario. En contraste,
cuando el numero absoluto de &caros es importante, la eficiencia del método de
lavado debe ser evaluada para corregir posibles errores. Ademas, es necesario
obtener los valores absolutos para comparar las cifras obtenidas con otros
estudios y por lo tanto se recomienda el calculo de la eficiencia en todos los
casos. Para ello, considerar lo siguiente:

1. Realizar lavados adicionales (con el mismo u otro solvente) hasta que no se
encuentren mas acaros.

2. Chequear manualmente las abejas para evaluar la presencia de acaros luego
del lavado o tratamiento con azucar.

3. Agregar el nUmero de acaros encontrados luego de los lavados repetidos y la
inspeccion manual al total de &caros contabilizados durante el primer lavado o
tratamiento con azucar para obtener el total de acaros en la muestra.

4. Dividir el nimero de &caros del primer lavado o tratamiento con azucar por el
namero total de acaros en la muestra obtenido en el punto 3 para obtener la
eficiencia del método.

5. Repetir en 5 a 10 muestras para obtener un promedio de eficiencia.

6. Dividir el nimero de acaros en las muestras de interés por el promedio de
eficiencia para obtener los valores corregidos.

4.3. Evaluacién del tamafio poblacional total de los acaros en la colmena.

A partir de la tasa de infestacion de abejas adultas o de cria de abejas es posible
estimar la tasa de infestacion de toda la colmena (Martin, 1998). Sin embargo,
es mas preciso y se recomienda enfaticamente evaluar ambos parametros en
muestras y luego calcular el total para cada colmena de acuerdo con la
estimacion de la cantidad de adultos y de cria.

1. Medicién de la fortaleza de la colmena en las mismas fechas en que se
determina la infestacién con Varroa (consulte seccion 4. “Measuring colony
strength at end of experiment” en Delaplane et al. 2013).
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2. Multiplicar el nimero total de abejas en la colmena por la proporcion de
abejas adultas infestadas en la muestra analizada para obtener el tamafio de
la poblacion de Varroa en estado forético.

3. Multiplicar el nimero celdas de cria cerrada en la colmena por la proporcion
de celdas infestadas en la muestra analizada para obtener el tamafio de la
poblacion de Varroa en estado reproductivo.

4. Sumar los numeros obtenidos en los puntos 2 y 3 para obtener el tamafio
poblacional total de los &caros en la colmena.

Con esta informacion, la distribucibn de acaros entre las fases forética y
reproductiva se puede determinar como la proporcion de acaros en abejas
adultas o acaros en la cria en relacién con la poblacién total de 4caros dentro de
la colmena.

4.4. Caida natural de acaros en revision de pisos técnicos

IMPORTANTE: Varios trabajos obtuvieron conclusiones contradictorias en
relacion a la precision de la caida natural como método para determinar la tasa
de infestacion total dado que la caida natural es un pardmetro determinado
principalmente por la cantidad de cria infestada que emerge (Lobb & Martin,
1997). Por lo tanto, se recomienda su utilizacién como técnica complementaria
0 excepcionalmente cuando la cadmara de cria de la colmena no puede ser
examinada.

Este método esta basado en la cuantificacion de acaros muertos naturalmente y
aguellos eliminados por grooming. Las colmenas deben estar equipadas con
pisos técnicos donde se recolectan los desechos. El piso debe estar protegido
por una malla metalica para prevenir que las abejas remuevan los acaros
muertos. El tamafio de la malla debe permitir el paso de los acaros (3 mm). El
conteo debe ser exhaustivo (es mas preciso si se realiza con una guia o lamina
cuadriculada, Fig. 12).

Material: piso técnico o bandeja de plastico/melanina, lamina u hoja con patrén
conteniendo una capa de vaselina solida sobre el piso para asegurar la
adherencia de los acaros.

Nota: asegurarse que las colmenas sean inaccesibles para las hormigas y
use (en caso de ser necesario) una lamina pegajosa para control de insectos
plagas que se venden en el comercio. Se recomienda que el analisis de las
muestras se realice en el laboratorio.
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Procedimiento:
1. Retirar la bandeja o piso técnico debajo de la colmena.

2. Retirar la ldmina pegajosa y colocar en una bolsa correctamente rotulada para
identificar la colmena a la que pertenece.

3. Chequear abejas muertas (si hay en la bandeja) debido a que pueden actuar
como iman para 4caros caidos vivos.

4. Adaptar la frecuencia de conteo a la tasa de caida de acaros ya que muchos
acaros en la bandeja o piso son dificiles de contar y que el aumento de la
cantidad de detritos acumulados a lo largo del tiempo hace que el conteo sea
dificil. El tiempo sugerido es de 5 dias.

5. Colectar datos por dos semanas y calcular el promedio para obtener la caida
semanal. Este periodo cubre la variacion natural en la caida de acaros debido al
ciclo de dindmica poblacional el parasito en el hospedador.

Ventajas: no es destructivo o invasivo, rapido.

Desventajas: requiere de seguimiento y es poco confiable debido a la
variabilidad en la tasa de mortalidad. Requiere equipamiento especifico en las
colmenas y no permite comparar entre varios estudios.
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Figura 12. Se coloca una guia sobre la bandeja del piso de la colmena
para ayudar en el conteo y evitar conteos dobles.

4.4.1. Procedimiento de flotacion.

Importante: en el caso que la cantidad de detritos no permita la deteccion facil
de los acaros, pueden limpiarse y examinarse de la siguiente manera:

1. Secar desechos por 24 h.
2. Inundar con alcohol de grado industrial.

3. Revolver continuamente durante 1 minuto o hasta 10-20 minutos si los
residuos contienen cera o particulas de propoéleos.

4. Chequear la superficie de alcohol para detectar la presencia de los acaros.
4.5. Otras técnicas alternativas

Excepcionalmente, el tratamiento acaricida puede ser utilizado en casos donde
las colmenas tienen menos de 3.000 celdas de cria o cuando la tasa infestacion
en cria es menor al 2% (salvo que se tomen una gran namero de muestras,
consultar Pirk et al., 2013) o cuando la colmena esta colapsando debido a una
reduccion en la cantidad cria (consultar Branco et al., 2006; Lee et al., 2010a).

Importante: usar acaricidas de sintesis para estimar el tamafio de la poblacién
del paréasito en el hospedador es confiable utilizando productos con alta eficiencia
(> 95%, considerando una posible resistencia del acaro). Sin embargo, es un
método destructivo (se mata a los acaros y se contaminan las colmenas) y solo
puede ser utilizado para cuantificacion o diagnostico en casos o situaciones muy
especificas. Otra alternativa, cuando es necesario conocer la tasa de infestacion
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real de una colmena es proceder a matar toda la colmena colocandola en un
freezer. Para mas informacion en relacibn con estas técnicas consulte
Dietemann y colaboradores (2013).

4.6. Estimar parametros de reproduccion
4.6.1. Evaluacién del éxito reproductivo

El éxito reproductivo de los acaros se define como la capacidad de un acaro
madre de producir al menos una descendencia hembra apareada viable antes
de que la pupa de abeja en desarrollo nazca como un adulto.

La reproduccién exitosa de los acaros requiere la maduracion de al menos dos
huevos puestos por una madre reproductora dentro de la celda de cria: un acaro
macho y una hermana hembra, que deben aparearse antes de la emergencia de
la abeja hospedera. La descendencia de acaros machos morira cuando la abeja
emerja de la celda, pero cualquier acaro hija hembra madura se unira a la
poblacién de acaros de la colonia junto con su madre para encontrar una nueva
celda de cria para la reproduccion. Un acaro madre que 1) no pone huevos, 2)
pone un solo huevo, 3) no produce descendencia masculina o 4) comienza a
poner huevos demasiado tarde en relacion con el desarrollo larvario, no
contribuira con ninguna progenie a la poblacién de &caros. La fecundidad
(nimero de huevos puestos) es un parametro adicional que puede determinar la
variacion en el numero de hembras viables que cada acaro madre contribuye a
la poblacion. La fecundidad no necesariamente contribuye a la capacidad del
acaro para reproducirse con éxito. En cambio, representa solo el nimero de
huevos puestos sin tener en cuenta la edad de la descendencia o la probabilidad
de que alcancen la madurez. Por lo tanto, la fecundidad puede no ser
independiente de la incidencia de la demora en la puesta de huevos, ya que
cualquier acaro que comience a poner huevos tarde puede poner menos huevos.
Por lo tanto, se requiere informacion sobre los siguientes parametros para
evaluar la reproduccion exitosa: la fertilidad (si el &caro madre puso huevos); la
presencia o0 ausencia de descendencia masculina; la proporcion de
descendencia muerta; y la incidencia de retraso en la puesta de huevos por los
acaros madre, identificado al relacionar la etapa de desarrollo de la
descendencia de los acaros con la apariencia del desarrollo y, por lo tanto, la
edad determinada de la pupa infestada (consulte seccion 2.5 “Obtaining brood
and adults of known age” en Human et al., 2013). Estos datos son importantes
ya que las diferencias relativamente pequefias en los factores reproductivos
pueden tener un gran efecto en la dindmica de la poblacion a nivel de poblacion
(Martin & Medina, 2004).
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4.6.2. Cuando medir el éxito reproductivo

La evaluacién més precisa del éxito reproductivo de los 4caros se puede obtener
justo antes de la emergencia de la obrera. Sin embargo, las horas previas a la
emergencia no son optimas ya que la ultima etapa del desarrollo de las abejas
dificulta el reconocimiento de los acaros. Por lo tanto, se recomienda evaluar
este parametro a mas tardar un dia antes de la emergencia y proyectar el
desarrollo de la descendencia de Varroa comparando la etapa de desarrollo de
las pupas con la etapa de desarrollo de la descendencia de los acaros. Si se
requieren comparaciones directas entre estudios para varios rasgos
reproductivos, entonces los datos deben recopilarse durante el mismo periodo
de tiempo. Es decir, la fecundidad no se puede medir con precisién hasta 220
horas después del operculado de celdas de obreras y 240 horas en celdas de
zanganos, ya gue es solo después de este periodo que puede poner todos los
huevos potenciales. Solo es posible determinar varios patrones reproductivos
anormales 60 horas después del limite. La Tabla 2 muestra el tiempo después
del limite para el cual se pueden medir con precision varios rasgos relacionados
con el éxito reproductivo. Para obtener una gran cantidad de crias de edad
relevante en las que se pueda evaluar el éxito reproductivo del acaro, enjaule a
la reina de una colonia altamente infestada en un marco vacio durante varias
horas en el momento apropiado antes de la medicién.

Ventajas: los acaros son facilmente reconocibles en las pupas.

Desventajas: un inconveniente es que el macho o las hijas podrian morir antes
de la emergencia de la abeja y ser contados como parte del éxito reproductivo;
la determinacién de la edad de la pupa basada en la apariencia es aproximada.
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4.6.3. Como medir el éxito reproductivo

El éxito reproductivo de un &caro se evallGa reconstruyendo la familia de acaros
en celdas infestadas (Martin, 1994, 1995a). Consulte seccion 4.6.2. "Cuando
medir el éxito reproductivo” para determinar el momento 6ptimo cuando se mide
este parametro. Es importante examinar las celdas infestadas por un acaro
madre en lugar de las celdas infestadas multiples, ya que las infestaciones
multiples agregan un efecto adicional sobre el éxito de la reproduccién de los
acaros. Si solo se reproduce un 4caro 'madre' puede ser dificil determinar en
celdas con multiples acaros maduros (pigmentados), pero el uso de la guia de
desarrollo de acaros (Figs. 10 y 11) indicara lo que se espera y dara una buena
idea del nimero de acaros madre presentes. Para el andlisis estadistico, se
deben examinar al menos 30 celdas infestadas de acaros individuales por
colonia. Se pueden medir diferentes aspectos de la reproduccion de los acaros.
Dentro de cada celda se puede recopilar la siguiente informacion: sexo, etapa de
desarrollo y vitalidad. Los &caros vivos o muertos se identifican facilmente si se
utiliza material fresco. Si se utiliza material congelado, se debe confiar en la
apariencia de los &caros. Una apariencia anormal deshidratada o arrugada
significa que estaba muerta antes de la congelacion. Esta caracteristica también
se puede utilizar para distinguir a un individuo muerto de un individuo en una
etapa de desarrollo inmovil en muestras vivas. Ademas, la tasa de mortalidad se
puede estimar indirectamente comparando las etapas de desarrollo obtenidas
con la referencia: el desarrollo de cualquier individuo muerto se detiene
prematuramente y, por lo tanto, se puede identificar con la ayuda de las Figs. 10
y 11.

1. Con unas pinzas, abrir cuidadosamente cada celda operculada retirando su
parte superior, y empuje las paredes de la celda.

2. Retirar la pupa de la celda. Esto se hace mejor deslizando las pinzas a cada
lado del cuello entre la cabeza y el térax y levantando suavemente. Al sacar la
pupa de la celda, coloquela en un portaobjetos de microscopio al lado de la celda
para evitar que los acaros caigan en el panal.

3. Registrar su etapa de desarrollo en funcion de la descripcion de la apariencia
dada en la Fig. 11. Es importante examinar las pupas bajo un microscopio
estereoscopico una vez que se retira de la celda para asegurarse de que la
progenie de acaros no se descarte con las pupas. Las paredes de las celdas
también deben inspeccionarse meticulosamente para detectar acaros y exuvias.
El uso de una fuente de luz de fibra Optica es particularmente adecuado para
dirigir el haz hacia el fondo de la celda e inspeccionarla después de la eliminacién
de la pupa.
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4. Retirar las familias completas de acaros junto con las exuvias y pupas de sus
celdas con un cepillo fino.

5. Examinar bajo un microscopio estereoscopico.

6. Clasificar a toda la descendencia femenina en grupos de acuerdo a la etapa
de desarrollo usando las Figs. 10 y 11 como guia. Las protoninfas se pueden
distinguir de las deutoninfas jovenes de aspecto similar por la cantidad de pelos
en la region intercoxal (entre el cuarto par de patas en el lado ventral). Las
protoninfas masculinas y femeninas tienen 3 y 4 pares de pelos,
respectivamente, mientras que las deutoninfas tienen 56 pares (ver dibujos pp.
55-57 en Fernandez & Coineau, 2007).

Esta informacion permite que la familia de los acaros se reconstruya en orden de
nacimiento o para verificar la infestacion multiple y la normalidad del desarrollo.
Las protoninfas generalmente no son sexuadas, pero el numero de pelos en la
region intercoxal y el patron de pelos irregular en el dorso de los machos en
comparacion con el patron homogéneo y denso de las hembras proporcionan
rasgos de reconocimiento (Fernandez & Coineau, 2007). Para el numero de
huevos puestos por los acaros y para permitir una comparacion mas precisa
entre los estadios, sélo se comparan los acaros que pusieron dos o mas huevos.
Los acaros que no producen huevos (no reproductivos) o un huevo (Unico
macho) se consideran categorias reproductivas distintas (ver b y ¢ a
continuacion). La mortalidad de la descendencia del acaro en las celdas de
obreras y de zadnganos se calcula comparando el nimero de descendientes vivos
y muertos en cada posicion en el orden de nacimiento, es decir, la primera
descendencia, la segunda descendencia, etc. Luego, el nimero promedio de
hembras sobrevivientes (no fertilizadas y fertilizadas) se calcula utilizando solo
los niveles de mortalidad de descendencia.

7. Todas las celdas infestadas se analizan colocando los &caros madre en una
de las siguientes seis categorias:

a) Madre muerta
b) Madre (viva), sin descendencia
c) Madre mas solo descendencia masculina

d) Madre méas descendencia masculina (vivo) y femenina madura, por lo
gue se supone gue hubo apareamiento.

e) Madre méas descendencia femenina (viva) y descendencia masculina
muerta. Esta descendencia femenina podria permanecer sin fertilizar ya
gue el macho podria haber muerto antes de aparearse (Harris & Harbo,
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1999). La diseccion de la espermateca y el examen microscopico de su
contenido pueden ayudar a determinar su estado de apareamiento (ver
Steiner et al., 1994 para obtener imagenes del tracto reproductivo con
espermateca).

f) Madre sin descendencia femenina (viva). Cuando trabaje con material
congelado, tenga cuidado con los ciclos repetidos de congelacion y
descongelacién ya que esto dafia las muestras. Solo retire del congelador
la cantidad de material que se puede tratar en un momento dado.

Ventajas: si se recopila este tipo de datos, se puede comparar con estudios
previos (por ejemplo, Martin, 1994, 1995a, b; Medina & Martin, 1999; Martin &
Kryger, 2002), donde se obtuvieron los mismos datos para los parametros
reproductivos de los &caros utilizando exactamente las mismas metodologias.

Desventajas: tedioso, lento.

4.6.4. Evaluar la ovogénesis

Para estimar la ovogénesis en los acaros, consulte la seccion sobre métodos de
marcado 3.4.1. "Ovogénesis".

4.7. Estimacion de umbrales de dafio

Esta seccion describe los métodos utilizados para medir el dafio de Varroa a
nivel de colonia y asociar ese dafio con umbrales de dafio econémico.

Uno de los objetivos del Manejo Integrado de Plagas (Integrated Pest
Management- IPM) es la reduccion de la dependencia de los apicultores de los
pesticidas en la colmena. La erradicacion de los acaros no es un objetivo
necesario, ya que la filosofia de IPM reconoce que la erradicacion puede requerir
practicas que son excesivamente toxicas, invasivas o poco practicas. Varroa IPM
otorga una recompensa a las practicas de manejo no quimico que eliminan los
acaros de una colonia (como la captura de varroas en crias de zanganos) o
ralentizan la tasa de crecimiento de la poblacion de 4caros (como la resistencia
genética del hospedero). Las practicas de IPM de Varroa mas prometedoras han
sido revisadas por Rosenkranz y colaboradores (2010). Desafortunadamente, se
ha demostrado de manera anecddética, asi como en simulaciones por
computadora (Hoopingarner, 2001; Wilkinson et al., 2001) que pocas 0 ninguna
de estas practicas pueden mantener por si mismos o indefinidamente a los
acaros en niveles no dafiinos. Por lo tanto, en este punto parece mejor pensar
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en IPM como un medio para retrasar, no necesariamente eliminar, la aplicacion
de acaricidas (Delaplane, 2011). Se obtienen muchos beneficios si el tiempo
entre los tratamientos quimicos se retrasa, a saber, la reduccion de la liberacion
de sustancias toxicas a las abejas y al medio ambiente, la reduccion de los
residuos quimicos en la miel, disminucién de la presién de seleccion para la
resistencia quimica y la conservacion de alelos susceptibles en la poblacion de
acaros que prolongan la vida comercial de los acaricidas.

Dado que el enfoque de IPM no es la erradicacion de los acaros, sino méas bien
el manejo de los 4caros, todo el sistema depende de la existencia de criterios
gue pueden distinguir las densidades de acaros que son tolerables de aquellos
gue se acercan a niveles perjudiciales. Los principios clasicos de IPM (Luckmann
& Metcalf, 1982) identifican el nivel de dafio econémico (Economic Injury Level-
EIL) como esa densidad de plagas en cuyo punto el productor esta
experimentando pérdidas econdmicas. El objetivo es evitar que ocurra este nivel,
en otras palabras, identificar una densidad de plagas méas temprana y mas baja
en cuyo punto un tratamiento podria evitar alcanzar el EIL. Esta menor densidad
de plagas se denomina de manera diversa umbral econdémico, umbral de
tratamiento, umbral de accién o umbral de dafio. El uso de umbrales de dafio
estd implicito en el reconocimiento de que algunos niveles de plagas son
tolerables y no garantizan el uso de un pesticida. Un buen umbral de dafio no
solo distinguira las densidades de plagas dafinas de las no dafiinas, sino que
también acomodaré variaciones locales debido a la geografia y la biologia del
hospedero y el parésito.

Los umbrales son simplemente una forma aplicada de modelado de poblaciény,
como cualquier modelo, son tan buenos como los datos, los detalles y la
especificidad aplicados en su construccion.

4.7.1. CoOmo estimar umbrales de dafo

Las siguientes instrucciones son una sintesis de los umbrales de dafio derivados
de estudios de campo de Delaplane y Hood (1997, 1999) y Delaplane y
colaboradores (2010) para el sureste de EE. UU., Strange y Sheppard (2001)
para el noroeste de EE. UU., y Currie y Gatien (2006) para Manitoba, Canada.
Todos estos estudios utilizaron un disefio en el que se establecen
experimentalmente colonias de fortaleza y densidad de acaros uniformes, se
realizan aplicaciones de acaricida en diferentes momentos para crear una
historia de propagacion de los acaros y el estado de las colonias y se toman
muestras regularmente para documentar los niveles de acaros y el estado de las
colonias. En algunos, los controles negativos estan presentes como colonias que
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nunca se tratan, y los controles positivos estan presentes como colonias que se
tratan continuamente. Por lo tanto, existe un rango de densidades de acaros a
través del experimento en el espacio y el tiempo, y cada colonia tiene un historial
de niveles conocidos de 4caros y fortaleza de la colonia en el momento en que
fue tratada.

4.7.1.1. Establecimiento de colonias

1. Igualar las colonias de campo con respecto a la poblacién de abejas, la cria,
los recursos alimenticios y acaros dentro de las unidades de replicacion
experimental de orden superior, es decir, bloques o parcelas completas,
generalmente basadas en la geografia (consultar seccion 3. “Setting up
experimental colonies of uniform strength” en Delaplane et al., 2013). Se deben
utilizar al menos dos colonias de origen mas que el nUmero objetivo de colonias
experimentales para dar cuenta de la pérdida de abejas por muerte o
enjambrazon. En caso de trabajar con abejas africanizadas, es aconsejable
aumentar este numero.

2. Recoger las abejas adultas y los &caros foréticos para la configuraciéon
experimental sacudiendo a las obreras provenientes de una diversidad de
colonias en una gran jaula comun, permitiendo que las obreras (y los 4caros) se
mezclen libremente (Harbo, 1993) (Fig. 13).

3. Mantener la jaula en condiciones frescas para evitar la muerte de las abejas
por sobrecalentamiento durante al menos 24 horas para permitir una mezcla
completa de abejas y acaros, lo que da como resultado una mezcla
uniformemente heterogénea.

4. Distribuir las cohortes de obreras de igual tamafio (preferiblemente en peso,
aproximadamente 1 Kg) en colmenas previamente abastecidas con cantidades
casi iguales de cria, miel, polen y celdas vacias (Fig. 14).

5. Proporcionar a cada colonia una reina hermana criada de la misma madre y
fecundada en la misma vecindad para minimizar la variacion debido a la genética
de las abejas.

6. Recoger una sub-muestra de aproximadamente 300 abejas obreras de cada
incipiente colonia.

7. Pesar las muestras.

8. Contar el niumero de abejas para obtener una medida especifica de colonias
del peso promedio de las abejas frescas (mg).
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9. Dividir el tamafio inicial de la cohorte (Kg) entre el peso fresco promedio de
los individuos (mg) para obtener la poblacion inicial de abejas.

10. Recolectar una muestra de aproximadamente 300 abejas obreras (pueden
ser de la misma muestra que la anterior después de pesarlas frescas) para
obtener una medida de la densidad inicial de los acaros foréticos.

11. Separar los acaros de las abejas. Consulte la seccion 4.1.2. “Tasa de
infestacion en abejas adultas” (Fig. 15).

12. Contar el numero de abejas y el nimero de acaros para obtener una medida
especifica de colonias de densidad de acaros/abejas.

13. Multiplicar este numero por la poblacion inicial de abejas para obtener la
poblacién de &caros foréticos.

14. Conservar las muestras en alcohol para referencia futura.

Figura 13. Las abejas adultas con sus acaros foréticos provenientes de varias
colmenas son mezcladas para homogeneizar el nivel de infestacion inicial en
las réplicas.
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15. Recolectar crias para colonias experimentales incipientes de las mismas
colonias de origen utilizadas para recolectar adultos.

16. Asignar una cantidad casi igual de cria a las colonias experimentales sin
tener en cuenta la fuente (consulte la seccion 3. “Setting up experimental
colonies of uniform strength” en Delaplane et al., 2013).

17. Medir la cantidad inicial de cria operculada para calcular la poblacion inicial
de acaros de las colonias. Esto se realiza superponiendo a cada lado de cada
panal de cria una cuadricula marcada previamente en cm? y sumando
visualmente el area de cria operculada (Fig. 16).

Figura 14. Las camaras son equipadas con cantidades similares de cria, miel,
polen y celdas vacias para hospedar a las colonias experimentales.

18. Convertir el area (cm?) de cria operculada en celdas de cria operculada
multiplicando cm? por la densidad de celdas promedio por cm? (consulte seccién
3. “Setting up experimental colonies of uniform strength” en Delaplane et al.,
2013). La densidad de celdas por cm? varia seguln la geografia; en el sureste de
los EE. UU se utilizan factores de conversion entre 3.7 y 3.9 (Delaplane & Harbo,
1987; Harbo, 1993). Este valor debe verificarse con el linaje de las abejas
meliferas utilizado para el experimento.

19. Medir la poblacion inicial de acaros en la cria abriendo al menos 200 celdas
de cria operculada por colonia experimental y examinando bajo luz intensa y
aumento para ver y contar los acaros esclerotizados (consulte seccion 4.1.1.
“Tasa de infestacion en cria de abejas”).
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20. Multiplicar la densidad de acaros / celdas por celdas de cria operculada para
obtener la poblacion de acaros en las celdas.

21. Sumar los acaros foréticos + acaros en las celdas para obtener la poblacion
total inicial de acaros.

22. Tomar medidas correctivas si las medidas iniciales exponen valores atipicos
en poblaciones iniciales de abejas, crias o0 acaros. En general, las correcciones
destinadas a minimizar el error experimental son permisibles hasta el punto en
que se inician los tratamientos.

23. Una vez que se establecen colonias y se liberan reinas y se confirma la
puesta, se recomienda recolectar una 0 mas medidas relativas iniciales de
acaros. Las medidas relativas mas comunmente reconocidas son los acaros
recuperados por 24 h en las laminas del piso técnico (consulte seccion 4.4.
“Caida Natural de acaros en revisidon de pisos técnicos”) y los acaros por abeja
adulta recuperados de las muestras (como se describe en la seccién 4.1.2. “Tasa
de infestacion en abejas adultas”). Es de esperar que estas medidas relativas se
correspondan estrechamente a las poblaciones reales de acaros de las colonias,
y se alienta al investigador a verificar la validez de las medidas relativas con
analisis de regresion contra la poblacién total de acaros.

24. El mantenimiento de la colonia debe incluir el control de enfermedades y
trastornos, la prevenciéon de enjambres y la alimentacion, segin sea necesario.
El objetivo de estas manipulaciones es disminuir el error residual experimental.

Figura 15. El nUmero de abejas y acaros son contabilizados para obtener una
medida de la densidad inicial de acaros foréticos.
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Figura 16. Medicion de la cantidad inicial de cria operculada.

4.7.1.2 Tratamientos experimentales, tamafio de muestra y disposicion de
colonias

1. Crear un rango de densidades de colonias de Varroa tratando grupos de
colonias con acaricida en diferentes puntos de una temporada, agrupando lo mas
ampliamente posible los meses de actividad de las abejas especificos de la
region. Por lo menos, un tratamiento debe ser temprano en la temporada cuando
las abejas estdn emergiendo de la senescencia de invierno; un tratamiento debe
estar en el pico de la temporada activa, y otro debe ocurrir en otofio, que suele
ser el periodo de mayor proporcién de acaros: abejas. Mas intervalos mejoraran
la resolucion del modelo resultante. Es imperativo que el disefio incluya un
control negativo (un conjunto de colonias sin tratar), y se recomienda
encarecidamente que el disefio incluya un control positivo, un conjunto de
colonias tratadas continuamente. La inclusion de ambos controles proporcionara
la gama mas amplia posible de densidades de Varroa dentro de las cuales el
investigador puede buscar retrospectivamente densidades de acaros que sean
dafinas o no dafiinas.

2. Utilizar un tamafio de muestra promedio (numero inicial de colonias por
tratamiento) de 11. La literatura indica un rango 7- 20. Los estudios que usan
tamafos de muestra dentro de este rango nunca fallaron en detectar los efectos
del tratamiento para al menos algunas variables dependientes.

3. Utilizar un acaricida de confianza. Esto evita el riesgo de error de confusion
experimental debido a la variacion en la eficacia del acaricida o los efectos sub-
letales desconocidos en las abejas (los investigadores a veces incluyen
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diferentes acaricidas en sus tratamientos, aparentemente con el fin de ajustar las
recomendaciones de control para su region).

4. Tener en cuenta la resistencia de los acaros a los acaricidas al elegir el
tratamiento. Se puede evaluar si la poblacion es resistente a un producto en
particular siguiendo el método descrito en la seccién 3.6.3. “Bioensayos para
cuantificar la susceptibilidad de la Varroa a los acaricidas”.

5. Controlar o al menos monitorear la disposicion espacial de la colonia. Los
acaros Varroa pueden propagarse horizontalmente a través de las obreras
infestadas y zdnganos que se desplazan entre las colonias (Greatti et al., 1992;
Frey etal., 2011) ejerciendo una fuerte influencia en los resultados. Dependiendo
de los objetivos, uno puede configurar apiarios para estimular la deriva (asignar
tratamientos dentro del mismo apiario) o reducir la deriva (asignar tratamientos
por apiario). El primer escenario reconoce que la re-infestacion puede confundir
los resultados, sin embargo, esta condicidon se presume mas "real" porque la
apicultura moderna a menudo fomenta la transmisién horizontal de acaros con
alta densidad de colmenas. Sin embargo, esta opcion no es relevante si los
tratamientos se realizan con ingredientes activos persistentes que se distribuyen
por contacto entre las abejas (por ejemplo, fluvalinato). El segundo escenario,
por el contrario, ofrece una descripcibn méas ordenada de los efectos del
tratamiento tardio. La inclusion de ambas condiciones permite probar el supuesto
de que los umbrales ocurren antes en condiciones de re-infestacion altas de
acaros. En cualquier caso, se recomienda que el objetivo sea explicito y la
disposicion espacial disefiada en consecuencia: 1. Si se va a minimizar la re-
infestacion, asigne a todas las colonias dentro de un colmenar el mismo
tratamiento y colmenas espaciales lo mas separadas posible, o 2. Si la re-
infestacion debe ser maximizada asignar todos los tratamientos dentro del
mismo apiario. Otras practicas de reduccion de la deriva, como pintar simbolos
en las entradas de la colmena u organizar colonias en circulos, no sustituiran a
grandes distancias espaciales entre colonias de diferentes tratamientos.

4.7.1.3 Variables dependientes y protocolos de muestreo

Se mide una variedad de parametros que se relacionan con los umbrales de
dafio de las colonias que contienen diferentes tamafios de poblacién de parasitos
(Tabla 4). Para algunas de las medidas mas invasivas, es decir, las medidas
tomadas sobre las abejas o la cria (Tabla 4), es comun durante los intervalos de
muestreo a mitad del experimento tomar muestras de solo un subconjunto de
colonias en cada tratamiento. Estos numeros han oscilado entre 3 (Delaplane &
Hood, 1999) a 4 (Delaplane & Hood, 1997) a 2 (Strange & Sheppard, 2001). Es
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importante recordar que estas medidas experimentales no se realizan en busca
de diferencias estadisticas, per se, sino para proporcionar una retrospectiva
instantanea de la condicion de la colonia en el momento del tratamiento o cuando
se alcanzo el umbral. También aumentaran ligeramente dentro de la variabilidad
del grupo de los parametros medidos. Todas las colonias se desmantelan y se
miden completamente al final del estudio, cuando es deseable el rigor estadistico
para identificar los regimenes de tratamiento que optimizan la condicion de la
colonia.

1. Colocar las laminas debajo de una malla de alambre y coléquelas debajo de
la colmena (consulte la seccion 4.4. “Caida Natural de acaros en revisién de
pisos técnicos”).

2. Retirar la hoja después de 24-48 h.

3. Contar el nimero de &caros y ajuste el nimero a los 4caros recuperados en
24 h.

4. Recolectar muestras de 300-900 abejas adultas.

5. Contar la cantidad de acaros y la cantidad de abejas (consulte seccion 4.1.2.
“Tasa de infestacion en abejas adultas”).

6. Informar los datos como acaros / 100 abejas.

7. Derivar el peso de la abeja fresca (mg) tomando muestras de las abejas vivas
del panal en frascos pre-pesados o tarados, pesando el frasco, restando el peso
del mismo para obtener el peso neto de la abeja, contando las abejas y
dividiendo por el peso neto de la abeja para obtener mg por abeja. Este muestreo
se puede combinar con el muestreo de acaros por abeja adulta como se
describi6é anteriormente.

8. Obtener la poblacion final de abejas de la colonia de acuerdo con los métodos
descritos en la seccion 4. “Measuring colony strength at end of experiment” en
Delaplane et al., 2013), o una variacion de este método usando el peso neto de
la abeja de la colonia (Kg) y el peso promedio de la abeja fresca (mg):

8.1. Obtener el peso neto de las abejas de la colonia cerrando primero la entrada
de la piquera con una malla ventilada por la tarde o temprano en la mafiana antes
de tomar muestras para atrapar a todas las abejas dentro.

8.2. Pesar toda la colmena en el campo (Fig. 17).

8.3. Abrir la colmena.
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8.4. Cepillar todas las abejas de cada superficie del panal (use una colmena
temporal).

8.5. Pesar nuevamente la colmena sin abejas.
8.6. Calcular la diferencia de peso, que es el peso neto de las abejas.

8.7. Dividir este numero entre el peso de la abeja fresca para obtener la poblaciéon
de abejas de la colonia.

9. Contar el numero de celdas de cria operculada como se describe en la seccién
4.7.1.1., Pasos 17 y 18.

10. La poblacion de acaros de cada colonia se deriva de los métodos descritos
en la seccion 4.7.1.1. Una vez que el investigador conoce la poblacion final de
abejas, los acaros foréticos por abeja, el nimero de celdas de cria operculada y
los &caros por celda de cria operculada, entonces se puede extrapolar a
(poblacion de acaros foréticos + poblacién de acaros en cria) = poblacién total
de acaros por colonia.

11. Cuantificar los trastornos de cria visibles. Los trastornos de la cria a veces
se asocian con parasitismo de Varroa (Shimanuki et al.,, 1994) y pueden
contribuir al dafo de la colonia.

11.1 Seleccionar dos areas de cria relativamente contiguos en estadios tardios
operculados (estadios con mayor probabilidad de expresar sintomas visibles).

11.2 Superponer en cada area una transecta horizontal de 10 cm y una transecta
vertical de 10 cm que se cruzan en el centro (Fig. 18).

11.3 Examinar a lo largo de cada transecta cada celda de cria bajo luz intensa y
aumento para detectar trastornos visibles, es decir, sintomas tipicos de la Loque
americana (De Graaf et al., 2013), Loque europea (Forsgren et al., 2013), Cria
ensacada (De Miranda et al., 2013), o Cria yesificada (Jensen et al., 2013).

11.4 Informar el pardmetro como porcentaje de cria que expresa trastornos
visibles.

12. Cuando se necesita considerar el rendimiento de miel como un parametro
del umbral econémico, calcular el rendimiento de la colonia (Kg.) al pesar las
alzas melarias antes y después de colocarlos en las colonias durante un flujo de
néctar.

13. Medir la tasa de infestacién por Acarapis woodi en las colonias. Esta tasa
podria verse afectada por la presencia de Varroa y su medida podria ser
necesaria como econémicamente relevante. Para esta muestra, recolecte 50
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obreras por colonia y cologquelas en alcohol. Consultar sobre los acaros
traqueales en Sammataro y colaboradores (2013) para conocer el método para
detectar la presencia de estos acaros.

e e

Figura 17. Toda la colmena es pesada en el campo para obtener la poblacién
de abeja adulta final.
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Tabla 4. Variables dependientes y protocolos de muestreo recomendados y
empleados en la literatura sobre umbrales de dafio derivados de campo.
Teniendo en cuenta la diversidad de acaricidas utilizados en los distintos paises
y la existencia de poblaciones de Varroa resistentes, esta tabla se modifico
generalizando a “acaricida sintético” en sustitucion del fluvalinato y cumafos,
cuyos acaricidas son los sugeridos en el texto original y referenciados (Delaplane
y Hood (1997); Delaplane & Hood (1999); Delaplane et al. (2010); Strange &
Sheppard (2001); Currie & Gatien (2006)). Se sugiere utilizar aquellos acaricidas
mas efectivos en cada region. * acaricida sintético el primer afio y timol en el
segundo afo; **tratamiento organico mas utilizado segun la region: acido formico
aplicado durante 4 dias, acido oxalico en jarabe o en tiras de liberacién lenta.

Variables dependientes
Tratamientos experimentales medidas en cada grupo de Intervalos de muestreo
tratamiento

1. cantidad de acaros / 24 h en

1. acaricida temprano en la temporada . .
pisos técnicos

2. acaricida en la temporada alta 2. acaros / 300 abejas
3. acaricida al final de la temporada 3. peso de la abeja fresca (mg)
4. colonias no tratadas (control negativo) 4. poblacién de abejas
5. acaricida tratamiento continuo (control 5. nimero de celdas de cria en intervalos regulares
positivo) operculada durante el afio y a mitad de

_ ) la temporada
6. poblaciones de acaros

7. trastornos de cria visibles y
otras enfermedades

8. rendimiento de miel (KQg)

9. calificacion subjetiva de
"supervivencia" al comienzo de
la temporada del siguiente afio
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Tratamientos experimentales

Variables dependientes
medidas en cada grupo de
tratamiento

Intervalos de muestreo

1. Acaricida sintético a principio de
verano (diciembre en el hemisferio sur -
junio en el hemisferio norte o el
equivalente en términos de desarrollo
colonial y productivo segun la regién)

2. Acaricida sintético en verano (febrero
en el hemisferio sur - agosto en el
hemisferio norte o el equivalente en
términos de desarrollo colonial y
productivo segun la regién)

3.Acaricida sintético en otofio (abril en el
hemisferio sur - octubre en el hemisferio
norte o el equivalente en términos de
desarrollo colonial y productivo segin la
region)

4. sin tratamiento

1. cantidad de acaros /18 h en
pisos técnicos

2. 4caros / 300 abejas

3. peso de la abeja fresca (mg)

4. poblacién de abejas

5. nimero de celdas de cria
operculada

6. poblaciones de acaros

7. trastornos de cria visibles
(solo en diciembre)

Principio de verano, pleno
verano, otofio e invierno
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Tratamientos experimentales

Variables dependientes
medidas en cada grupo de
tratamiento

Intervalos de muestreo

1. acaricida sintético en pleno
invierno (agosto en el hemisferio
sur - febrero en el hemisferio norte
o0 el equivalente en términos de
desarrollo colonial y productivo
segun la region)

2. acaricida sintético en pleno
verano (febrero en el hemisferio sur
- agosto en el hemisferio norte o el

equivalente en términos de
desarrollo colonial y productivo
segun la region).

3. acaricida sintético en invierno y
verano (o el equivalente en
términos de desarrollo colonial y
productivo segun la regién).

4. acaricida sintético aplicado de
forma continua durante todo el afio

5. sin tratamiento

1. acaros / 20 h en pisos
técnicos

2. acaros / 300 abejas
3. peso de la abeja fresca (mg)

4. poblacion de abejas

5. nimero de celdas de cria
operculada

6. poblaciones de acaros

7. trastornos de cria visibles
(estimado en otofio (abril-mayo
en el hemisferio sur o setiembre-
octubre en el hemisferio norte).

8. calificacion subjetiva de
“supervivencia” (s6lo en invierno,
julio en el hemisferio sur y enero

en el hemisferio norte).

Agosto, noviembre, febrero, marzo-

abril en el hemisferio sur o febrero,

mayo, agosto, septiembre-octubre
en el hemisferio norte.
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Tratamientos experimentales

Variables dependientes
medidas en cada grupo de
tratamiento

Intervalos de muestreo

1. tratamiento continuo* a partir de fines
de primavera-principios de verano
(diciembre en el hemisferio sur y junio
en el hemisferio norte).

2. tratamiento* en verano (febrero en el
hemisferio sur y agosto en el hemisferio
norte o el equivalente en términos de
desarrollo colonial y productivo segin la
region).

3. tratamiento* en otofio (abril en el
hemisferio sur y octubre en el hemisferio
norte o el equivalente en términos de
desarrollo colonial y productivo segin la
region).

1. &caros / 100 abejas

2. peso de la abeja fresca (mg)
(sélo a fines de primavera-
principios de verano)

3. poblacién de abejas

4. peso de la colonia (Kg) (s6lo a
fines de otofio-principios de
invierno: junio en el hemisferio
sur y diciembre en el hemisferio
norte)

5. cm? de cria (todos los
estadios)
6. poblaciones de acaros

7. % de abejas infectadas con
Acarapis woodi (solo en
diciembre solo a fines de otofio-
principios de invierno: junio en el
hemisferio sur y diciembre en el
hemisferio norte)

Febrero, abril y junio en el
hemisferio sur o agosto,
octubre y diciembre en el
hemisferio norte.

Tratamientos experimentales

Variables dependientes
medidas en cada grupo de
tratamiento

Intervalos de muestreo
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1.tratamiento sintético en primavera i )
(octubre en el hemisferio sur, abril en el 1. acaros / 20_ h en hojas
hemisferio norte o el equivalente en adhesivas
términos qle desa’rrollo collo,nlal y 2. &caros / 300 abejas
productivo segun la region).

2. tratamiento sintético en verano
(febrero en el hemisferio sur, agosto en
el hemisferio norte, o el equivalente en

términos de desarrollo colonial y

productivo segun la regién).

3. tratamiento sintético en otofio (abril
en el hemisferio sur, octubre en el
her,nisferio norte o el equivaler_lte en 3 _ Diciembre, febrero, abril, mayo y
terminos ‘?'e desarrollo colgnlal y 4. poblacion de abejas octubre en el hemisferio sur o en

productivo segun la region). junio, agosto, octubre, noviembre y
4. tratamiento sintético en primavera'y abril en el hemisferio norte.
otofio (octubre y abril en el hemisferio
sur o abril y octubre en el hemisferio 5. numero de celdas de cria
norte o el equivalente en términos de operculada
desarrollo colonial y productivo segun la
region).

3. peso de la abeja fresca (mg)

5. tratamiento sintético continuo 6. sin
tratamiento

7. tratamiento sintético en primavera ] i
(octubre en el hemisferio sur, abril en el 6. poblaciones de acaros
hemisferio norte o el equivalente en
términos de desarrollo colonial y
productivo segun la regién).
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Variables dependientes
Tratamientos experimentales medidas en cada grupo de Intervalos de muestreo
tratamiento

1. Tratamiento sintético a fines de la
primavera (noviembre en el hemisferio
sur y mayo en el hemisferio norte o el
equivalente en términos de desarrollo
colonial y productivo segun la region).

En el pretratamiento (primavera y

otofio), luego en el postratamiento

1. 4caros por abeja semanalmente durante 3 semanas

en la primavera y a continuacién
cada dos semanas.

2. Tratamiento sintético a
principios del otofio (marzo en el
hemisferio sur, setiembre en el
hemisferio norte o el equivalente en
términos de desarrollo colonial y
productivo segun la region).

2. rendimiento de miel (kg) (solo
a fines de la temporada
productiva)

3. Tratamiento organico* a partir de
primavera (noviembre en el hemisferio
sur o mayo en el hemisferio norte o el
equivalente en términos de desarrollo
colonial y productivo segun la region).

4, Tratamiento organico* a partir
de otofio (marzo en el hemisferio sur o
setiembre en el hemisferio norte o el
equivalente en términos de desarrollo
colonial).

5. Tratamiento organico* a partir de
primavera (noviembre en el hemisferio
sur o mayo en el hemisferio norte o el
equivalente en términos de desarrollo

colonial).

6. Tratamiento sintético a fines de
primavera (noviembre en el hemisferio
sury mayo en el hemisferio norte o el
equivalente en términos de desarrollo
colonial y productivo segun la region).

7. Tratamiento sintético a principios de
otofio (marzo en el hemisferio sury
setiembre en el hemisferio norte o el

equivalente en términos de desarrollo

colonial y productivo segun la region).

8. sin tratamiento
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Figura 18. Seleccién e inspeccion de celdas de cria para deteccion de
enfermedades

4.5.1.4 Analisis, interpretacion y dificultades

Los disefios presentados en esta seccion se prestan a un analisis directo de la
varianza para probar el efecto de la fecha del tratamiento en los parametros de
fortaleza de la colonia al final del estudio (Tabla 4). Dependiendo de la presencia
de réplicas de orden superior, como bloques, el investigador debe estar alerta a
las interacciones entre los tratamientos y el factor de bloque que, si esta
presente, determinan que el investigador pruebe los principales tratamientos por
separado. El numero de colonias supervivientes al final del estudio (n) puede
diferir entre los tratamientos, por lo que puede ser necesario acomodar tamafos
de muestra desiguales mediante el uso de transformacion de medias armonicos
o medias. Los medias de tratamiento se separan (a < 0.05) mediante una prueba
convencional como Tukey's o t-Student- Newman- Keuls. Si el investigador
adquirio poblaciones enteras de acaros (consulte el paso 10 de la seccién 4.7.1.3
junto con medidas relativas mas amigables para el usuario, como el conteo de
Varroa (consulte seccién 4.4 “Caida Natural de acaros en revisiébn de pisos
técnicos”) y acaros por 100 abejas (consulte seccion 4.1.2. “Tasa de infestacion
en abejas adultas”), entonces es deseable probar el rigor de las medidas
relativas para predecir poblaciones reales de acaros mediante el uso de analisis
de regresidon que prueban términos lineales, cuadraticos y cubicos.

Este analisis permitira al investigador comparar el estado de la colonia al final de
la temporada en los diferentes regimenes de tratamiento (tiempos de aplicacion
de acaricidas). El umbral de dafio se determina retrospectivamente como la
densidad media mas alta de acaros al momento del tratamiento asociado con la
condicion de la colonia significativamente diferente de los controles positivos al
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final de la temporada. En un ejemplo real, el umbral se defini6 como las
condiciones que prevalecieron cuando las colonias fueron tratadas de forma
puntual en plena temporada productiva, ya que esas colonias presentaron un
desempefio similar en comparacion a las colonias tratadas de forma continua
(Delaplane & Hood, 1999). Los muestreos de mitad de temporada permiten al
investigador describir las poblaciones de acaros, las medidas relativas de acaros
faciles de usar y los parametros de fortaleza de las colonias que prevalecieron
en los umbrales de tiempo alcanzados. La densidad de acaros retrospectiva mas
alta, en lugar de la mas baja, se usa debido al énfasis conservador de IPM en
prolongar el intervalo entre tratamientos el mayor tiempo posible. Una tolerancia
baja o nula a las plagas es rara, innecesaria en el sistema de IPM Varroa / Apis
mellifera, y se asocia mas comunmente con sistemas de cultivo para los cuales
el dafio estético inducido por plagas es un problema para los consumidores.

Este analisis también identificard las densidades de acaros que son
irremediablemente perjudiciales, en otras palabras, las densidades de acaros en
cuyo momento el tratamiento no previene el deterioro comparativo de colonias al
final del estudio. En otro ejemplo real, se demostré que las densidades de acaros
que prevalecieron al finalizar la temporada productiva excedieron un nivel
recuperable, porque al final de esta etapa las colonias tratadas estaban
significativamente peor que las tratadas de forma continua (Delaplane & Hood,
1997).

Alternativamente, Strange & Sheppard (2001) definieron el umbral de dafio
como: 1) los niveles de acaros correspondientes a los grupos de tratamiento de
colonias al final de la temporada con un peso de abejas inferior a los niveles
iniciales (0,92 Kg en este caso), y 2) colonias con <1150 cm? de cria operculada:
un namero derivado de analisis de regresién que predicen la cantidad de cria
que deberia estar presente en colonias con abejas de 0,92 Kg. Con estas
condiciones limite, los autores pudieron identificar retrospectivamente los niveles
de acaros heredados que eran tolerables o irrecuperablemente altos.

Un obstaculo en los estudios de campo descritos aqui es un efecto de confusion,
inherente al disefio, entre la estacion (tiempo de tratamiento) y las densidades
de los acaros en las colonias. El crecimiento de la poblacion de acaros esta
regulado por la duraciéon de la temporada de cria, la relacién entre la cria de
obreras y la cria de zanganos y el numero de celdas de cria (Fries et al., 1994)
y tiende a aumentar a lo largo de la temporada activa. Delaplane & Hood (1997)
senalaron este efecto de confusion cuando dijeron: “Por lo tanto, nuestro umbral
de tratamiento es confiable para las colonias de agosto que cumplen con las
condiciones descritas en [la tabla que muestra las descripciones retrospectivas
de colonias], pero puede no ser confiable para las colonias de agosto con
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significativamente diferentes cantidades de abejas o crias ". Un modelo de
campo altamente resuelto replicaria cada uno de estos términos
independientemente del mes de tratamiento.

Otro obstaculo proviene de la comprension emergente de que la morbilidad de
las abejas meliferas no siempre es producto de un simple proceso lineal o un
factor, sino méas bien una red de factores que interacttan (vanEngelsdorp et al.,
2009). Se necesitan umbrales de dafio mas sofisticados que puedan integrar
mas de un factor de morbilidad y dar cuenta de sus posibles interacciones.

Ventajas: permite la definicibn de umbrales de dafio como base de la
implementacion de IPM

Desventajas: alta carga de trabajo, tedioso.

4.7.2. Variaciones regionales en los umbrales de dafios reportados.

La Tabla 5 ofrece algunos umbrales de dafos publicados en el campo y su
geografia de origen.

93



Manual abreviado para el estudio de la Varroosis en Apis mellifera en

Latinoamerica

Sociedad Latinoamericana

(
de Investigacion en Abejas
COLMENA

Tabla 5. Umbral de dafio a Varroa y mes de ocurrencia en diferentes localidades.
a. Delaplane y Hood (1999); b. Delaplane et al., (2010); c. Strange y Sheppard
(2001); d. Currie y Gatien (2006); e. Gatien y Currie (2003).

el hemisferio norte)

Umbrales de dafio de Varroa y mes de ocurrencia (segun

abejas

Ubicacion Referencia
Febrero Agosto
1. poblacion de acaros en la | 1. poblacién de acaros en la
colonia: 7-97 colonia: 3172-4261
2. 0,4 acaros por cada 100 |2. 13 acaros por cada 100
abejas abejas Sudeste de USA A
3. cantidad de A4caros
caidos durante toda la|3- cantidad de &caros caidos
noche en piso técnico: 0,6- | en piso técnico: 59-187.
10
1. poblacién de acaros en la
colonia: 1111
Sudeste de USA B
2. 20 &caros por cada 100
abejas
Abril Agosto
1. 1 acaro por cada 100 |1. 5 acaros por cada 100 Noroeste de USA c
abejas abejas
2. cantidad de acaros (2. cantidad de &caros caidos
caidos durante 48 hs en|durante 48 horas en piso
piso técnico: 24 técnico: 46
Agosto tardio a mediados de
Mayo .
Setiembre
2 4 1 .
gcaros por - cada O_O 4 4caros por cada 100 abejas
abejas (para  prevenir o . i
Lo . (para prevenir disminucion en [ Manitoba, Canada D
disminucién en la cantidad . .
. la cantidad de miel).
de miel)
5 a 8 4caros por cada 100 Manitoba, Canada E
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4.8. Estandarizacion de ensayos de campo.
4.8.1. Condiciones para comenzar
4.8.1.1. Obtencion de colonias libres de Varroa.

Las colonias libres de Varroas pueden obtenerse de areas libres del acaro.
Estas colonias también estaran libres de residuos de acaricidas ya que estos
tratamientos no son utilizados. Usualmente no es posible obtener colonias asi,
por lo que es necesario aplicar un acaricida potente que remueva la mayor
cantidad de acaros posibles de las colonias experimentales y que sea el
adecuado para las condiciones de cada region donde se realizara el estudio. La
aparicion de poblaciones resistentes debe ser considerada. Cuando se escoja
un acaricida para este proposito (consulte seccion 3.6.3. “Bioensayos para
cuantificar la susceptibilidad de la Varroa a los acaricidas” como método para
testear resistencia). La eficacia de los tratamientos debe ser chequeada, asi
como la re-infestacion putativa desde apiarios vecinos (Greatti et al., 1992).
Dependiendo de los ensayos planeados, los residuos que quedan por el uso de
estos podrian sesgar los resultados provocando mortalidades tardias de acaros.
En tal caso, se debe usar un tratamiento libre de residuos como el acido oxalico
en los enjambres. Marcos de cria sin opercular con larva L5 (consulte seccién
2.5. “Obtaining brood and adults of known age” en Human et al., 2013) debieran
ser llevados a las colmenas experimentales con el objetivo de no trasladar
acaros. Un tratamiento con acido formico también puede ser utilizado en colonias
completas sin crias ya que el acido afecta a los &caros dentro de las crias
operculadas (Adelt & Kimmich, 1986; Koeniger et al., 1987; Fries, 1991, Calis et
al., 1998). Aungque, estos dos métodos son eficientes s6lo en un 95% en
promedio, lo que podria influenciar en el experimento planeado. Productos
basados en acido oxalico y formico estan disponibles en el mercado y debieran
ser utilizados segun las recomendaciones del fabricante. En tales experimentos,
un grupo control de colonias tratadas continuamente debiera ser necesario. Esas
colonias deben ser separadas del grupo experimental ya que la deriva y el robo
de abejas podria contaminar los ensayos en el apiario (especial y principalmente
con acaricidas sintéticos; Allsopp, 2006). Por la misma razén, el apiario
experimental y el control debieran estar separados por la misma distancia (~2
Km) desde los apiarios vecinos sin control. Sin embargo, la distancia
comprometida entre el apiario experimental y control debe asegurar que ambos
apiarios estén bajo las mismas condiciones medioambientales.
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4.8.1.2. Obtencion de colmenas libres de residuos

La presencia de residuos de un acaricida con un efecto residual prolongado
(Bogdanov et al., 1998) en las celdas de cera o en la miel puede influenciar los
resultados de los experimentos en los cuales la supervivencia de los acaros es
un parametro relevante. Existen varios métodos para reemplazar la cera con
residuos por aquella libre de residuos para apicultores que cambian a apicultura
organica (Imdorf et al., 2004). EI método descrito aqui permite disminuir los
residuos bajo niveles detectables en 1 afio. Esto no significa que todos los
residuos vayan a desaparecer, pero ellos seran diluidos suficientemente para
gue no representen un problema para la calidad de los productos de la colmena.
El como la cantidad minima de residuos que aun esta presente en la cera
afectara la supervivencia de los acaros es sin embargo incierta. Este método
basado en la remocidn completa de la cera puede ser utilizado para reducir la
cantidad de residuos en la cera para propésitos de investigacion.

La remocion completa de los panales es mejor hecha al comienzo de la
temporada apicola cuando los panales son construidos rapidamente por las
obreras.

1. Dividir la colonia.
2. Fuera de la division, crear un enjambre libre de crias y con la reina vieja.

3. Raspar todo el propodleo y la cera, lavar con soda caustica y quemar la
superficie con un mechero las partes usadas de la colmena para remover
residuos antes de introducirlos a la colonia; alternativamente, usar material
nuevo en las colmenas.

4. Colocar el enjambre en los cajones con laminas de cera estampada libres de
residuos (originarios desde las locaciones donde no se utilizan acaricidas con
efecto residual y con cera correctamente esterilizada mediante el fundido
>121°C por >30 min).

5. Alimentar la primera mitad del enjambre.

6. En la otra mitad del enjambre, dejar la cria y desde ella se formara una nueva
reina.

7. Cuando la mayoria de la cria haya emergido y la reina haya comenzado su
postura, remover los panales viejos.

8. Reemplazar con laminas de cera estampada libres de residuos.

9. Alimentar la segunda parte del enjambre.
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También es posible dejar que las abejas construyan nuevos panales desde su
propia produccion de cera en sustitucion de colocar laminas de cera estampada.

Alternativamente, lo siguiente puede ser hecho al final de la temporada
apicola en todas las colonias.

1. Capturar la reina en una caja grande hecha como un excluidor de reinas
permitiendo el paso a las obreras.

2. Dejar que toda la cria emerja y la colonia quede sin cria.

3. Raspar todo el propoéleos y cera, lavar con soda y quemar la superficie con
una llama en las partes usadas de las colmenas para remover los residuos
antes de introducirlas a la colonia; alternativamente, use nuevo material en
las colmenas.

4. Retirar los paneles viejos.

5. Reemplazar con cuadros con laminas de cera estampada libre de residuos.
6. Alimentar a la colonia.

Ventajas: Reduce los residuos de acaricidas bajo niveles detectables.

Desventajas: aunque es putativo, podrian permanecer residuos en cantidades
minimas y tener un efecto biolégico desconocido.

4.8.2. Infestacion artificial de acaros
4.8.2.1. CoOmo introducir muchos acaros

El nimero de acaros a introducir en una colonia depende del desarrollo del
experimento. Hay varios factores que considerar:

e La relevancia estadistica: se debe obtener un ndmero minimo de
infestaciones exitosas (Pirk et al., 2013).

e Un numero alto de acaros introducidos reduce la importancia de los acaros
residentes locales/residuales.

e EIl nivel de infestacion depende de qué tanto tiempo la colonia debera
sobrevivir: a mayor cantidad de &caros introducidos, mas rapido podria
colapsar la colonia.

e EI método de introduccién: introducir 4caros en la parte superior de los
marcos podria resultar en altas pérdidas, pero es facil. Alternativamente,
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ponerlos sobre las abejas reduce esas pérdidas y permite una reduccion en
el nimero de acaros utilizados. Introducir acaros en las celdas es un método
altamente controlable que requiere pocos acaros, pero es tedioso.

e La tasa de rechazo de acaros por obreras que realizan acicalamiento o
conducta higiénica.

e La esterilidad de algunos acaros.
e La falta de control de usar &caros viejos.
e La disponibilidad de acaros.

En general, el nUmero de acaros a ser introducidos en colonias experimentales
debiera ser sobreestimado para garantizar un tamafo muestral suficiente.

4.8.2.2. Como introducir Varroas en las colonias.

Existen dos formas para obtener colonias infestadas: acaros obtenidos desde
otras colonias pueden ser introducidos o la poblacion existente puede ser medida
y la colonia manipulada para obtener el nivel de infestacion deseado. Las abejas
pueden ser tomadas fuera de una colonia y el &caro puesto directamente sobre
su hospedero. Esto puede realizarse colocando los acaros colectados en la
superficie de las obreras en una caja 0 tomando acaros uno a uno con un pincel
y ponerlo directamente sobre la obrera. Se debe dar tiempo necesario para que
el &caro pueda refugiarse en las placas abdominales de las abejas antes de
ponerlas de regreso en su colonia. Este método es mas eficiente que tirar los
acaros sobre los marcos porque mas acaros pueden fijarse a un hospedero.
Alternativamente, y si el nivel de infestacién deseado no es muy diferente del
nivel inicial de la colonia, la colonia puede ser dividida para obtener el nivel
deseado. Si el nivel de infestacion esta sobre el nivel deseado, algunos marcos
de crias operculadas (en donde estan capturados los acaros) pueden ser
removidos.

4.8.2.3. Como introducir acaros dentro de las celdas

Una ventaja de introducir acaros directamente en las celdas es la posibilidad de
monitorear los eventos que ocurriran en estas celdas en particular. Las celdas
pueden ser manualmente infestadas o pueden ser dejadas para infestacion
natural si las celdas infestadas pueden ser reconocidas después. Aqui se
describe este método artificial de infestacion.
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4.8.2.3.1. Infestacion manual

1. Utilizando cria recientemente operculada ej. dentro de las primeras 6 horas de
operculada haga un pequefio agujero en el lado del opérculo (Consulte 2.5.
“Obtaining brood and adults of known age” en “Human et al., 2013).

2. Introducir un acaro utilizando un pincel fino himedo.

3. Cerrar y volver a sellar el agujero llevando nuevamente el opérculo a su
posicion original. Las obreras volveran a sellar el agujero cuando el marco de
cria es re-introducido a la colonia. Usar cera fundida para evitar el escape del
acaro no es recomendable porque se podria dafiar la larva.

4. Marcar la ubicacion de la celda en una lamina transparente puesta bajo el
panal.

Este método requiere de practica. En un inicio el 20% de la cria infestada
artificialmente es aceptada, hasta alcanzar casi el 80%. Esta tasa de aceptacion
es variable acorde a la colonia y al experimento. La tasa de éxito puede ser
chequeada mediante la remocion del marco luego de pocas horas y verificando
el estado de la celda. Importante: las abejas que cubren el panal que sera usado
para la transferencia artificial deben ser cuidadosamente removidas con un
cepillo y evitar sacudirlas, lo que podria dafiar a la pupa y los acaros. Una celda
abierta y marcada significa que las obreras removieron la larva y el acaro. Las
obreras podrian descartar el opérculo viejo y resellar la celda sin remover la
larva. Esto puede ser reconocido por la apariencia de una capa fresca privada
de la capa del capullo. En este caso el acaro debi6é haber escapado o ha sido
removido antes del reoperculado.

4.8.2.3.2. Infestacidon natural

Boot y colaboradores (1992) disefiaron un método que permite localizar celdas
infestadas de forma natural. Esta basado en un panal de un solo lado del cual
las paredes de las celdas fueron removidas del fondo. Las paredes fueron luego
fundidas en una lamina transparente. Estos panales son consolidados por las
obreras cuando se reintrodujeron en las colonias y fueron aceptados para la
ovipostura de la reina. Podria ser necesario cubrir el lado expuesto de la lamina
transparente para prevenir que las obreras construyan en él. Beetsma y
colaboradores (1994) también describié columnas simples de celdas con dos
paredes transparentes que ayudan a localizar y observar la infestacion natural.
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4.8.3. Ensayos de campo de semioquimicos

Los semioquimicos con los cuales se probara algun efecto en la conducta del
acaro o en su fisiologia, necesitan ensayos de laboratorio para ser testeados
bajo las condiciones naturales de la colonia. Por ejemplo, semioquimicos
involucrados en la invasion de las celdas y la reproduccion fueron testeados con
este método (Milani et al., 2004).

4.8.3.1. Invasion de la celda

En el caso de que un compuesto afecte la invasion de la celda (ya sea atrayendo
o repeliendo), los ensayos de campo involucran celdas de crias tratadas con los
quimicos bajo estudio y la evaluacion del nimero de &caros que ingresaron a la
celda después de que fue operculada.

1. Disolver el compuesto a ser testeado en 1 pl de agua ionizada u otro solvente
apropiado. La dosis usada para los bioensayos de campo es normalmente la
mas bio-activa en los bioensayos en laboratorio. Tenga cuidado de que el
solvente disuelva la cera de las paredes de la celda.

2. Seleccionar una colonia altamente infestada.

3. ldentificar las celdas que contienen larvas L5 (consulte seccion 2.5.
“Obtaining brood and adults of known age” en “Human et al., 2013).

4. Aplicar la solucion a estas paredes de las celdas con una jeringa de Hamilton
de 10 pl.

5. Tratar una misma cantidad de celda con 1 ul de solvente como un control.

6. Marcar la posicibn de las celda en una lamina transparente para el
subsecuente seguimiento.

7. Abrir las celdas operculadas 18 horas después del tratamiento.

8. Inspeccionar la celda para detectar la presencia de acaros y contar los
acaros.
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4.8.3.1.1. Andlisis de datos

La proporcion de celdas tratadas y control que fueron infestadas son compradas
usando el método Mantel-Haenszel después de testear la homogeneidad de los
odds ratios de las réplicas en tablas de 2 x 2. Cualquier prueba capaz de
comparar proporciones podria ser utilizada en reemplazo. Sin embargo, si hay
mas réplicas, utilizando un cierto nimero de celdas cada vez, se recomienda
utilizar una prueba que permita el analisis de estratos. El nimero de &caros en
las celdas tratadas y control en la colonia del bioensayo, puede ser comparado
por una prueba de muestreo al azar estratificada.

4.8.3.2. Reproduccion del acaro

En el caso que los compuestos afecten la reproduccidn del acaro, las pruebas
de campo involucran el tratamiento de celdas de cria con el quimico en estudio
y la evaluacion conjunta de la fertilidad y la fecundidad del &caro reproductivo en
la celda.

1. Escoger panales que contengan crias proximas a ser operculadas.

2. Marcar todas las celdas operculadas en una lamina transparente puesta
sobre el panal.

3. Reemplazar el panal en la colonia por dos horas para que las obreras se
encarguen de las celdas operculadas.

4. Llevar el panal al laboratorio después de esas dos horas.

5. Disolver el componente a evaluar en el solvente adecuado. La dosis usada
para los bioensayos es normalmente la mas activa de los ensayos en
laboratorio.

6. Los grupos de celdas de obreras recientemente operculados (sin marcar)
seran tratados con 1 pl de la solucion con 10 pl con una jeringa de Hamilton
bajo el opérculo. No insertar la jeringa muy profundamente en la celda para
evitar dafiar a la larva. Tener cuidado que el solvente podria disolver la cera
de las paredes de la celdas

7. Tratar un namero similar de celdas con 1 ul del solvente como grupo control.

8. Escoger grupo control y tratado en ambos lados del panal separados por al
menos una celda, la que es intocable para evitar contaminacion.
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9. Marcar la posicion de las celdas control y tratadas en la lamina transparente
puesta sobre el panal.

10.Regresar el panal a la colonia antes de 3 horas.

11.Llevar el panal al laboratorio 11 dias después, cuando las abejas estan
préximas a emerger.

12.Identificar celdas control y tratadas usando la lamina transparente.
13.Contar las celdas desoperculadas e inspeccionar las celdas intactas.
14.Notar la condicion de la pupa infestada.

15.Colectar la Varroa madre y sus descendientes.

16.Montar la muestra en portaobjetos para el microscopio e identificar los
estados de desarrollo como se describen en la seccidn 4.6.3. “Como medir el
éxito reproductivo” en particular, son considerados el numero de
descendencia y el numero de hijas fecundadas (por ej. el nUmero de hijas
adultas en las celdas conteniendo un macho adulto).

El efecto del solvente en la reproducciéon de V. destructor es estudiado
comparando la reproduccion del acaro en celdas inyectadas con 1 pl del solvente
y en celdas tratadas de forma simulada (la jeringa fue introducida pero, ningan
solvente fue inyectado). La proporcion de &caros reproductivos del total de
acaros en las celdas es comparada utilizando un G-Test (con la correccion de
Williams). EI nimero de descendientes y de hijas fecundadas por cada Varroa
madre entre los grupos tratados y control puede realizarse utilizando una prueba
de dos-muestras al azar. La distribucion de aleatorizacion debiera ser repetida y
adaptada al nimero de veces (por e]. 10° veces).

4.8.4. Evaluacion de Varroocidas en el campo

La Agencia Médica de Europa ha realizado recomendaciones para el
desarrollo de tratamientos anti Varroa. Esta guia ha sido construida con el
conocimiento acumulado por la Accion Concertada 3686 (Comision de la
Comunidad Europea), la cual es llamada comiunmente “Métodos alternativos de
control de Varroa” basada en el uso de acidos organicos y aceites esenciales. El
objetivo de esta guia es evaluar y demostrar la eficacia y seguridad de nuevos
acaricidas con el propésito de facilitar la homologacion. EI documento original
(EMA/CVMP/EWP/459883/2008) debiera ser consultado para revisar aspectos
legales y estudiar la aplicabilidad de los tratamientos en varias regiones
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climaticas. Nosotros aqui resumimos y adaptamos el disefio experimental con
propésitos de investigacion en una escala local. Los acaricidas son considerados
eficientes si la proporcion de los acaros muertos es al menos del 95% para
compuestos sintéticos y de al menos el 90% para sustancias no sintéticas.

4.8.4.1. Ensayos preliminares

Para facilitar y optimizar las pruebas de eficacia, es recomendado no realizar los
ensayos de dosis y tolerancia en abejas enjauladas bajo condiciones controladas
en laboratorio (consulte 3.6.3. “Bioensayos para cuantificar la susceptibilidad del
acaro Varroa a los acaricidas”). La concentracién mas alta/cantidad tolerable por
las abejas puede ser utilizada como un indicador para la concentracién o
cantidades que pueden ser utilizadas en subsecuentes estudios dosis-titulacion
y dosis-confirmacion o estudios de campo. Estudios de dosis-titulacién debieran
tener como obijetivo identificar los niveles de tolerabilidad maximos y minimos de
las sustancias activas para abejas y parasitos y esto ayuda a establecer la dosis
y el intervalo de dosificacion del producto. La implementacion de estudios de
hallazgo de dosis, llevados a cabo bajo condiciones controladas de laboratorio
es preferido, por ej., usando 10 obreras por caja, 3 cajas por concentracion, 3
controles sin tratamiento y una réplica, realizando este estudio dos veces
(consulte Medrzykci et al., 2013).

Estudios pilotos en el campo para confirmar la dosis, eficacia y tolerancia
debieran ser considerados antes de desarrollar estudios a gran escala. Esto
permite validar los resultados obtenidos en el laboratorio en una situacion mas
cercana a la del campo, pero con una alta reproducibilidad ya que las variables
pueden ser mejor controladas en estas unidades pequefias comparadas con
colonias completas. Esto también permite la resolucién de problemas antes de
gue se realice la inversidon en las pruebas de escala completa. Un minimo de 5
colonias de prueba sin tratar y tratadas debiera ser utilizado. Para asegurar la
reproductibilidad en el ensayo piloto, las colonias debieran ser comparables con
respecto al ambiente, tipo y tamafio de la colmena, nivel de infestacion de
Varroa, historia de tratamientos, edad de la reina, parentesco de las reinas
(reinas hermanas pueden ser utilizadas para reducir la variabilidad entre réplicas,
en contraste, reinas sin parentesco pueden ser utilizadas para considerar un
margen amplio de genotipos), presencia de cria, y distribucion etaria de las
obreras.
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4.8.4.2. Pruebas de eficacia

4.84.2.1. Andlisis estadistico

Obijetivos primarios y secundarios, hipotesis y métodos estadisticos debieran ser
especificados y justificados en el protocolo antes de comenzar los experimentos.
El tamafio de la muestra, en términos de colmenas por area para areas
climatologicamente distintas (cuando es relevante), debiera ser suficientemente
grande para proporcionar una validez estadistica. Cuando sea posible, los
resultados del analisis debieran ser acompafiados por intervalos de confianza
(Pirk et al., 2013; Guia CVMP de principios estadisticos para ensayos clinicos
veterinarios: EMEA/CVMP/816/00).

4.8.4.2.2. Colmenas
1. El tipo de colmenas debe ser homogenizado.

2. Pisos sanitarios para Varroas protegidos contra hormigas deben ser instalados
en el fondo de cada colmena para el conteo de acaros (consulte seccion 4.4.
“Caida Natural de acaros en revision de pisos técnicos”).

3. La temperatura y la humedad relativa dentro de las colmenas asi como la
exposicidn a radiacion solar pueden ser registrados, si estos pudieran influir en
el desempefio del producto.

4.8.4.2.3. Colonias
Los siguientes parametros deben ser tenidos en cuenta:

1. No deben incluirse colonias débiles o afectadas por enfermedades distintas
a Varroa en el estudio.

2. Ecualizar u aleatorizar la raza de las abejas dependiendo de los objetivos del
ensayo en cuanto a la diversidad genética.

3. Seleccionar reinas hermanas o reinas no relacionadas de la misma edad.
4. Mediry ecualizar la fortaleza de las colonias (Delaplane et al., 2013).

5. Medir y ecualizar la cantidad de cria (Delaplane et al., 2013). La presencia y
tipo de cria es determinado por el modo de accion del producto. Por lo que
las pruebas deben ser desarrolladas en ausencia de cria operculada, a
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menos que el producto intente ser efectivo sobre los acaros de las celdas
operculadas.

El nivel de infestacion inicial de Varroa debe ser suficientemente alto (> 300
acaros por colonia) para ser capaces de medir la caida del acaro. Sin
embargo, debe ser menor al umbral de dafio (por ej. Para Europa Central:
< 3.000 &caros por colonia, consulte también la Tabla 5 y la seccién 4.7.
“Estimacion de umbrales de dafio”) y ser comparable entre colonias incluidas
dentro del estudio.

El historial de los tratamientos debe ser similar para todas las colonias para
ecualizar el efecto de los tratamientos pasados en los resultados (por €j. Tipo
y cantidad de residuos de acaricidas presentes en la cera); cuando sea
posible, utilizar cera libre de residuos.

4.8.4.2.4. Ubicacioén

1.

Apiarios estudiados deben estar suficientemente distantes de apiarios
vecinos para evitar perturbacion y reducir el riesgo de re-infestacion. El tipo y
disponibilidad del tipo de fuentes de alimento deberia ser registrado.

Como principio general, si los estudios son llevados a cabo en distintos
apiarios, el habitat deberia ser comparable (por ej. acceso a forraje similar y
exposicién a condiciones climaticas similares). Si estas condiciones no son
factibles el tamafio muestral debe ser adaptado (el nimero de apiarios
aumenta) para tomar en cuenta estas diferencias.

Dependiendo del modo de dispersion del producto, apiarios control y de
prueba deberian estar suficientemente separados para prevenir la
contaminacion del grupo control por el producto estudiado gracias a la deriva
de forrajeras y zanganos o pillaje.

Acaricidas sintéticos han mostrado contaminar las colmenas control cuando son
instaladas en el mismo apiario (Allsopp, 2006).

4.8.4.2.5. Tratamiento

Los siguientes parametros deben ser definidos y determinados en los ensayos
preliminares:

1.

Periodo de tratamiento (El tratamiento debe ser preferentemente realizado a
temperaturas externas > 5°C).
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2. Numero de tratamientos (en caso de realizarse mas de uno).
3. Intervalo entre los tratamientos (en caso de realizarse mas de uno).

4. Incluir un grupo control sin tratamiento en el estudio para establecer el efecto
del manejo y la variacion natural en los niveles de infestacion y asi confirmar
que la reduccion del crecimiento poblacional del acaro observado es de
hecho debido al producto bajo investigacion.

4.8.4.2.6. Observaciones y parametros

Los estudios deberian abarcar un periodo pre-tratamiento, un tratamiento y
un post-tratamiento. EI monitoreo comienza con el pre-tratamiento 14 dias antes
de llevar a cabo el primer tratamiento. El periodo post-tratamiento debiera
extenderse por > 14 dias luego del ultimo tratamiento aplicado. Este periodo
abarca el tiempo de desarrollo de las pupas y permite tomar en cuenta los acaros
gue estan encerrados en las celdas. El periodo post-tratamiento podria necesitar
ser prolongado, dependiendo del modo de accion y persistencia del producto
evaluado.

4.8.4.2.7. Evaluaciéon de la eficacia

1. Contar los acaros muertos en el piso de la colmena a intervalos regulares
antes, durante y después del tratamiento. La variable primaria es mortalidad
del acaro. Durante el periodo del tratamiento el conteo de acaros muertos
deberia ser cada 1-2 dias dada la alta mortalidad esperada. El conteo pre-y
post-tratamiento deberia ser realizado entre 1-2 veces por semana
dependiendo de la cantidad de acaros cayendo, vea la seccién 4.4. “Caida
Natural de acaros en revision de pisos técnicos”. Esto permite verificar la
eficacia del producto ya que la caida del acaro deberia tener incrementos de
caida durante el periodo de tratamiento.

2. Determinar la cantidad de acaros supervivientes al tratamiento con el
producto bajo investigacion utilizando una siguiente aplicacion con un
producto quimico que tenga un mecanismo de accion diferente y con una
eficacia documentada con > 95%.

El siguiente tratamiento deberia ser llevado a cabo tanto en los grupos control
como el tratado al mismo tiempo. Este tratamiento deberia ser realizado al breve
tiempo después del tratamiento evaluado, para conservar el nivel de infestacion
bajo (y por eso el sesgo en los resultados) cuando los apiarios estudiados y los
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grupos no son aislados por distancia suficiente de apiarios vecinos o colmenas.
Sin embargo, es necesario esperar hasta que la caida de los acaros regrese a
los niveles del periodo del pre-tratamiento en orden de medir el efecto completo
del tratamiento y la disipacion de la mortalidad tardia del &caro. Este periodo es
de al menos 14 dias si el producto mata a los &caros dentro de las celdas o no.
Es sélo cuando la abeja adulta emerge cuando estos acaros seran liberados de
las celdas y caeran hacia el piso sanitario o que ellos entraran en contacto con
el producto si este Ultimo no penetra dentro de la celda.

3. Contar los acaros muertos cada 1-2 dias en la semana después de la
aplicacion del tratamiento de seguimiento y 1-2 veces por semana hasta que
la caida de acaros regrese a los valores pre-tratamiento.

4. Calcular la eficacia de los tratamientos como sigue: % de reduccion del
acaro= (numero de acaros en el grupo tratado muertos por el tratamiento x
100)/ (nimero de acaros en el grupo tratado muertos por el tratamiento +
namero de acaros muertos en el grupo tratado causado por el tratamiento de
seguimiento).

No utilizar datos de colonias con anormalmente altas mortalidades de abejas
en la evaluacion de eficacia.

5. Comparar la caida de los acaros después del tratamiento con el grupo control
sin tratamiento para verificar que la caida medida no fue un fenémeno natural.

4.8.4.2.8. Evaluacién de la seguridad del producto para las abejas

1. Registrar la mortalidad de las abejas dentro y en las zonas adyacentes a la
colmena de forma diaria 0 al menos tres veces por semana a través de toda
la extension del experimento. El uso de trampas para abejas muertas es
recomendado (consulte seccion 4.4. “Estimating the number of dead honey
bees expelled from a honey bee colony with a trap” en Human et al., 2013).

2. Monitorear la morbilidad, mortalidad, asi como también el tamafio y el
desarrollo de las colonias supervivientes al tiempo del primer vuelo de
primavera y después de eso (consulte Delaplane et al., 2013) si es aplicable
(uso terapéutico previsto para el otofio o invierno).

3. Medir la actividad de vuelo de las abejas durante el ensayo (Human et al.,
2013). Esto verifica si el producto influye sobre la actividad de forrajeo de las
colonias tratadas.
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4. Medir la producciéon de miel. Esto verifica si el producto influye en la
productividad de las colonias tratadas.

5. Cuantificar el area de la cria de las colonias tratadas durante las tres fases y
compararlas con el grupo control (consulte Delaplane et al., 2013).

En casos en los cuales esta pensado en ser utilizado en colonias con cria, la
demostracion de seguridad de todos los estados de la cria deberia ser evaluado
(consulte Medrzycki et al., 2013). Un método adicional para determinar el efecto
del producto evaluado en la cria es para determinar qué ha ocurrido de las
incompetencias de alimentacion de las abejas obreras y efecto adverso diverso
sobre los huevos y larvas. Por esto:

1. Dejar marcos con huevos y larvas para desarrollar dentro de la colmena hasta
el estado elegido de la larva después de aplicar la dosis terapéutica del
producto evaluado.

2. Monitorear el comportamiento de alimentacién de estas larvas mediante la
medicion de la cantidad de alimento encontrado en sus celdas.

Por la comparacion del desarrollo de la cria y la cantidad de alimento de la
cria y considerando que la relacion entre la cantidad de la cria y nimero de
obreras entre el grupo control y el testeado, es posible diferenciar entre el
efecto de incompetencia de alimentar de las abejas obreras y efectos
adversos directo en los huevos y larvas después de la aplicaciéon del
producto.

3. Verificar la presencia de una reina viva al término del experimento.

Una diferencia significativa en la supervivencia de las reinas entre el grupo
control y tratado indica un efecto del tratamiento.

4.8.4.3. Patron de resistencia

La posibilidad de que surja resistencia después de varios tratamientos debe ser
monitoreada. La aplicacion del producto deberia cubrir varios ciclos
reproductivos del parasito para mostrar el desarrollo de resistencia y la tasa de
su desarrollo. Esos estudios pueden ser realizados bajo condiciones de
laboratorio (consulte seccion 3.6.3. “Bioensayos para cuantificar la
susceptibilidad de la Varroa a los acaricidas”) y/o condiciones de campo. No sélo
los acaros, pero también las abejas pueden desarrollar resistencia contra el
acaricida después de su uso regular para varias generaciones. Esto se traduce
en un cambio en la relacién dosis-letalidad del producto o de la sustancia activa

108



T —)

Sociedad Latinoamericana

(
de Investigacion en Abejas
COLMENA

Manual abreviado para el estudio de la Varroosis en Apis mellifera en
Latinoamerica

y por eso afecta la seguridad del producto para abejas el cual aumenta (consulte
Medrzycki et al., 2013) para evaluar la toxicidad de los acaricidas en las abejas.

4.9 Cria de acaros en las colonias

Un problema comun en la investigacion de Varroa es obtener una cantidad de
acaros suficientes para los experimentos. Es deseable obtener acaros temprano
en la temporada cuando su niumero en las colonias es aun bajo y en grandes
cantidades por el mayor tiempo posible a partir de entonces. El método descrito
agui permite, en un corto tiempo, la cosecha regular de una gran cantidad de
acaros foréticos temprano en y durante la temporada. El método esta basado en
el panal que se utilizé para atraer acaros originalmente disefiados para controlar
el acaro (Fries & Hansen, 1993; Maul et al., 1998). Este consiste en enjaular a la
reina desde la colonia infestada, dejando que toda la cria emerja. Una vez que
la colonia esté sin cria y todos los &caros estan en su fase forética, un panal con
cria abierta es introducido. Justo después que esa cria es operculada, la mayoria
de los acaros foréticos buscaran oportunidad de reproduccién entrando a las
celdas provistas. Una vez que la cria es operculada, el panal es removido y
puesto en una incubadora hasta que las abejas emerjan. Las nuevas abejas que
emerjan son no voladoras y estaran altamente infestadas con Varroa, haciendo
la cosecha del acaro facil y rapida. El panal infestado también se puede
recuperar en cualquier momento para obtener acaros en un estado de desarrollo
particular. Este método se desarrolla aun mas para optimizar los aspectos
logisticos acorde al siguiente protocolo:

1. Preparar varias colmenas como colonias de crianza durante la temporada
precediendo los experimentos.

2. Ajustar los tratamientos de Varroa durante la temporada que precede a los
experimentos para asegurar la supervivencia de las colonias, pero también
permite la supervivencia de un numero relativamente alto de acaros durante
el invierno.

3. Contar la caida natural semanal del acaro durante un ciclo de la cria (3
semanas) en el siguiente afio, cuando las colonias estan bien desarrolladas.

4. Realizar un ranking de las colonias acorde a su carga de acaros y fortaleza.

Las colonias mas infestadas deberian ser utilizadas primero ya que ellas
seran mas susceptibles de colapsar antes de las colonias menos infestadas.
La poblacion de paréasitos puede ser dejada para que crezca en la colonia
menos infestada hasta que ellas sean utilizadas para la colecta de acaros.
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Entre varias colmenas con el mismo rango de infestacion, aquellas cercanas
al estado de enjambrar pueden ser usadas primero. Esto hace posible
prevenir el enjambrazon y la pérdida de acaros.

El ciclo de crianza puede comenzar:

5. Dia 1: Enjaular la reina en las colonias seleccionadas para criar acaros.
Al dia 22, toda la cria presente al dia 1 habra emergido.

6. Dia 12: Preparar el panal que atraera Varroas:

6.1. Seleccionar una colonia fuerte (proveedora de crias) con una reina con
alta tasa de postura.

6.2. Enjaular la reina dentro de un panal oscuro y vacio (que las reinas
prefieren para poner huevos) y pongalo en el nido de cria de su colonia.

7. Dia 13:

7.1. Después de 24 h, remueva la reina de la jaula, pero deje el panal en la jaula
para prevenir mas posturas de las reinas.

Estos panales contienen crias de edades similares en los cuales el acaro
Varroa sera mas tarde atrapado. Para aumentar las posibilidades de obtener
suficiente cria para atraparlo, las reinas de varias colonias pueden ser
enjauladas y el panal con mas cria es usado.

8. Dia 19:

8.1. Transferir el panal que atrapa Varroas que ahora contiene crias de 7 dias
de edad para la colonia de crianza de Varroas, de los cuales la cria ha
emergido.

8.2. Liberar la reina de la colonia de crianza para que pueda reanudar su
postura.

9. Dia 22: las celdas de crias del panal capturador de acaros ha sido
operculado.

9.1. Remover el panal de la colonia de crianza.
9.2.  Transportar al laboratorio.
9.3. Colocar en una caja para abejas bien ventilada.

9.4. Mantener en una incubadora a 34,5°C con 60-70% de humedad relativa
hasta que las obreras emerjan. El panal deberia contener suficiente polen y
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miel para que las abejas que recién emerjan se alimenten. El trabajo en el
apiario de crianza deberia terminar con la coleccion del panal capturador de
Varroas para que no permanezca mucho tiempo fuera de la colonia antes de
ser puesto en la incubadora. Para evitar el dafio a la cria, el transporte
deberia ser realizado en un contenedor termorregulado y himedo.

10.Dia 33: Comenzar a colectar 4caros desde las obreras infestadas que
emerjan este dia y el siguiente.

10.1. Para la colecta de acaros, las abejas pueden ser sostenidas con pinzas y
los acaros capturados con el pincel n°00 o un aspirador bucal.

Durante el ciclo de crianza, la colonia experimenta 2 a 3 semanas sin cria.
Después de dos ciclos consecutivos, la colonia ha ganado fortaleza y la
poblacion de Varroa habra aumentado otra vez. Dado eso, la caida natural de
Varroa indica una cantidad suficiente de Varroa, la misma colonia puede ser
utilizada otra vez para cosechar acaros. Es mas, dependiendo de la cantidad de
acaros necesitada, varias colonias pueden ser utilizadas al mismo tiempo para
aumentar la cosecha. Ciclos de crianza en nuevas colonias pueden comenzar
cada semana. Asi, después de 5 semanas, lotes de acaros pueden ser
cosechados semanalmente. El eje de tiempo adicional mostrado en el fondo de
la Fig. 19 ilustra como la mayoria de los dias de trabajo pueden ser combinados
para las colonias o los grupos de colonias a diferentes etapas en el ciclo. Al
comenzar un jueves, por ejemplo, no hay trabajos necesarios para los dias
miércoles, viernes o fines de semana y la recoleccién de los &caros ocurrira los
martes.
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Figura 20. Un esquema del método utilizado para evaluar la atraccion de Varroa
para criarse desde diferentes lineas de reinas

Ventajas: el método permite la recoleccion de los acaros en condiciones bajo
techo en vez del apiario, prevenir el peligro de pillaje por colonias vecinas ya que
las colonias no permanecen abiertas para el muestreo de los acaros,
necesitando pocas visitas al apiario de crianza, permitiendo la recoleccion de
acaros en un dia particular, facilitando tanto el muestreo como la alta densidad
de acaros por abejas emergidas.

Desventajas: logistica intensiva; si los acaros son colectados desde obreras
viejas las madres viejas e hijas jovenes no son separados.

4.10. Atraccion de la cria

Los &caros de Varroa prefieren las crias de zadnganos por sobre de las obreras
(Fuchs, 1990; Rosenkranz, 1993; Boot et al., 1995). Linajes de abejas meliferas
también varian en la capacidad de atraccion de su cria para los acaros (Bichler,
1990; De Guzman et al., 1995; Guzman-Novoa et al., 1996). Nosotros aqui
presentamos bioensayos destinados a comparar la capacidad de atraccion de la
cria en condiciones comparables, por ej., en la misma colonia. Este método esta
adaptado de aquellos de Ellis y Delaplane (2001) y Aumeier et al. (2002).
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4.10.1. Procedimientos para evaluar el atractivo de la cria

1. Colonias con reinas de cuatro lineas diferentes estudiadas (Fig. 20, paso 1)
son puestas individualmente al azar, con panales vacios contenidos en una
camara de cria con malla excluidora de reina.

2. Permitir que las reinas ovipongan por 24 h.

3. Veinticuatro horas después, retirar las reinas del panal, pero dejar el panal en
las cajas. Esto limita futuras posturas de las reinas en cada panal objetivo.

4. Dejar cada panal con huevos en su respectiva colonia por 6 o 7 dias (para
crias de obreras/ zadnganos respectivamente).

5. Después de esto, corte un cuadrado en el panal o un circulo conteniendo
larvas L4 (consulte seccion 2.5 “Obtaining brood and adults of known age” en
Human et al., 2013) usando un cuchillo filoso o una espéatula de metal (Fig.
20, paso 2).

6. Tomar una seccion de las larvas desde cada linea genética para ser
estudiada y combinar las secciones al azar de diferentes lineas en el centro
de un panal completamente dibujado en los cuales el cuadrado o el circulo
sean removidos.

Cada marco ahora contiene una secciodn con crias de cada una de las cuatro lineas
genéticas de las colonias (Fig. 20, paso 3).

7. Preparar una colonia receptora (Fig. 20, paso 4) por la remocion de la cria
abierta en la colonia para reducir la cria objetivo (el marco recién creado
teniendo las distintas lineas de las reinas representado en un panal)
competiran con las crias de la propia colonia por las Varroas presentes en la
colonia.

Alternativamente, la reina en la colonia receptora puede ser enjaulada 22 o 25 dias
mas temprano para dejar a todas las crias de obreras y de zdnganos que emerjan,
respectivamente.

8. Introducir cada panal reconstruido sosteniendo huevos de cada linea
genética hacia una colonia receptora infestada con Varroas (Fig. 20, paso 4).

La colonia puede recibir mas de cuatro marcos generados mediante este
procedimiento si la poblacion de Varroas es suficientemente alta. Los acaros
invaden celdas de obreras desde 15- 50 h previos a que las celdas sean
operculadas (dependiendo del sexo de la larva).
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9. Quince horas después al operculado de las celdas, remueva la seccion de
pupas operculadas de la colonia.

10. Si es necesario dejarlas en un congelador.

11. Evaluar las tasas de infestacion de Varroa (consulte secciones 4.1.1.
Tasa de infestacién en cria de abejas” y 4.1.2. Tasa de infestacion en
abejas adultas).

Ventajas: la atractividad de la cria es evaluada de condiciones comparables, ej.,
en la misma colonia proveedora de acaros.
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