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RESUMEN

Se estimaron heredabilidades y correlaciones fenotipicas para algunas caracteristicas que influyen
en la resistencia de abejas (Apis mellifera) al crecimiento poblacional del acaro Varroa destructor.
Se establecieron 60 colonias con abejas reinas presumiblemente no relacionadas y divididas en 10
grupos. Para crear condiciones semejantes a un sistema diploide y realizar un analisis de colonias
medio-hermanas, las reinas virgenes de cada grupo fueron inseminadas con una mezcla de semen
de aproximadamente 40 zanganos. Los zanganos se obtuvieron a partir de 10 abejas reinas
proporcionadas por diferentes criadores de México. Las colonias fueron inicialmente tratadas con
un acaricida quimico para que quedaran con muy bajos niveles de infestacién. Posteriormente,
cada colonia fue infestada con 100 acaros adultos para homologar las cargas parasitarias. Las
evaluaciones iniciaron un mes después de las infestaciones y consistieron en medir variables del
comportamiento higiénico (porcentajes de remocion de crias sacrificadas por punciéon y por dos
técnicas de congelacion) y del comportamiento de acicalamiento de las abejas (tiempo de reaccion
de abejas a varroa, porcentaje de acaros lesionados); asi como de caracteristicas reproductivas de
varroa (tasa de reproduccion verdadera, porcentaje de varroas fundadoras infértiles) y del
desarrollo poblacional del acaro (porcentajes de infestacion en crias y de abejas adultas, nimero
de acaros caidos/dia). Se estimaron correlaciones fenotipicas, componentes de varianza con el
método de maxima verosimilitud restringida (REML) y heredabilidades [h?= 3.90 (V grupo)/V total].
Se obtuvieron h? > 0.5 para acaros caidos/dia, infestacién en abejas adultas y en crias y para
%remocion de crias sacrificadas con nitrdgeno liquido. Aparentemente el acicalamiento tuvo mayor
impacto en inhibir el crecimiento poblacional de varroa (r= -0.29 entre %acaros lesionados y
%infestacion en crias, P<0.05), (r= -0.75 entre %acaros lesionados y %infestacion en abejas
adultas, P<0.01). La ausencia de correlacion fenotipica entre otros mecanismos de resistencia
estudiados con variables del crecimiento poblacional del acaro, hacen suponer que la resistencia
de las abejas parece estar regulada por mdultiples factores. Los resultados indican que podria
iniciarse un programa de seleccion para abejas resistentes al parasito a partir de caracteristicas del

desarrollo poblacional de varroa.

Palabras clave: Apis mellifera / Varroa destructor / heredabilidades / correlaciones fenotipicas /

resistencia / México.



ABSTRACT

Heritabilities and phenotypic correlations for some characteristics that influence honeybees (Apis
mellifera) resistance to the population growth of the mite Varroa destructor were estimated. 60
honeybee colonies with presumably non related queens were established and divided in 10 groups.
In order to create conditions similar to a diploid system and carry out a half-sib analysis, the virgin
queens of each group were inseminated with mixed semen collected from about 40 drones. Drones
were collected from 10 queens provided by different queen breeders from Mexico. The colonies
were initially treated with a chemical miticide to reduce mite infestation levels. Later, each colony
was artificially infested with 100 adult mites to get uniform mite populations. Evaluations began one
month after the infestations and variables of bee's hygienic behavior (percentage of brood removed
by pin killing and two freeze killing methods), grooming behavior (time reaction of adult bees to
varroa, percentage of damaged mites); as well as reproductive characteristics of varroa (actual
reproduction rate, percentage infertile founder mites) and of varroa population growth (percentages
of brood and adult infestations, number of daily falling mites) were measured. Phenotypic
correlations, variance components using restricted maximum likelihood (REML) and heritabilities
[h?=3.90 (V group)/V total] were estimated. h®> 0.5 (P<0.01) resulted for daily mite fall, infestations
in adult bees and brood and for % of brood removed after being killed with liquid nitrogen.
Apparently, grooming behavior had greatest influence in restrain varroa population growth (r=-0.29
between %damaged mites and %brood infestation, P<0.05), (r= -0.75 between %damaged mites
and %adult infestation, P<0.01). The lack of phenotypic correlation between the other mechanisms
of resistance studied with variables of mite population growth, gives the assumption that resistance
of honeybees seems to be regulated by multiple factors. Results show that it could be initiated a
selection program of honeybees resistant to the parasite, starting from characteristics of varroa
population development.

Key words: Apis mellifera /Varroa destructor / heritabilities / phenotypic correlations / resistance /

Mexico.



CAPITULO |

HEREDABILIDADES Y CORRELACIONES FENOTIPICAS PARA ALGUNAS
CARACTERISTICAS QUE INFLUYEN EN LA RESISTENCIA DE LAS ABEJAS (Apis
mellifera) AL CRECIMIENTO POBLACIONAL DEL ACARO Varroa destructor EN
MEXICO

1. INTRODUCCION

La apicultura en México tiene importancia socioeconémica y ecolégica. Datos de la FAO (2006)
indican que en 2004 se produjeron 56,808 toneladas de miel, de las cuales se exportaron 23,374,
que generaron divisas del orden de los 57 millones de délares. La venta de miel no sélo ha
permitido que los cerca de 40,000 apicultores del pais (Ortega y Ochoa 2004) complementen sus
ingresos familiares, sino que también ha favorecido econémicamente a todas las personas que
indirectamente se ven involucradas en la cadena productiva, tales como comercializadores,
fabricantes de equipo, de cosmeéticos e industriales de productos alimenticios. Adicionalmente, la
polinizacion que realizan las abejas meliferas contribuye al equilibrio ecolégico de muchas
especies vegetales silvestres. En los cultivos agricolas mexicanos se incrementa a tal grado su
produccién y calidad, que el valor econémico llega a superar los 2,000 millones de délares anuales
(Guzman-Novoa 1996). Actualmente el desarrollo de la apicultura se ve limitado por una gran
diversidad de problemas, siendo los ocasionados por el pardsito Varroa destructor de los mas

importantes para el productor apicola mexicano (Cajero 1999, SAGAR 2000).
1.1 Antecedentes

La varroosis es una parasitosis externa de las abejas meliferas (Apis mellifera) (Linnaeus 1758)
causada por el acaro Varroa destructor (Anderson y Trueman 2000). El acaro es considerado el
problema sanitario mas importante que enfrenta la actividad apicola a nivel mundial, ya que en
muchas regiones se ha registrado una elevada mortalidad de colonias. Las varroas® adultas
utilizan a las abejas como medio de transporte e ingresan a las celdas con crias para reproducirse,
ocasionandoles dafio directo porque se alimentan de su hemolinfa (Beetsma 1994, De Jong 1997).
Asimismo, el acaro ha sido identificado como vector de enfermedades virales de las abejas; tal es
el caso de la paralisis aguda y la cria ensacada (Ball 1993), e igualmente se ha asociado con el
desarrollo de enfermedades bacterianas (Glinski y Jarosz 1992, Ball 1994).

' A lo largo de este documento se utiliza el término “varroa(s)” (De Jong 1997) con referencia al &caro V. destructor,
evitando con ello la repeticion continua del nombre cientifico.



El dafio que la varroosis causa depende, en parte, del grado de infestacién de las colonias
afectadas. Informes de otros paises estiman que el efecto negativo sobre la productividad
comienza cuando la poblacion de 4caros alcanza el 10% de las abejas adultas en una colonia, y
cuando la infestacion supera el 30% o el equivalente a 10,000-20,000 acaros, la colonia sucumbe
(Moretto et al. 1991, Beetsma 1994, De Jong 1997). El desarrollo de las crias parasitadas se ve
afectado, produciéndose abejas con menor peso corporal (De Jong et al. 1982a) y menor
longevidad (De Jong y De Jong 1983), de tal forma que las colonias se debilitan y se reduce de la
produccién de miel y la de otros productos de la colmena.

En México, el primer informe de V. destructor se presentd en el estado de Veracruz en 1992
(Chihu et al. 1992), mientras que en el Estado de México fue a principios de 1994 (Arechavaleta y
Guzman-Novoa 2000). En la actualidad practicamente se encuentra distribuido en todo el pais. A
raiz de la presencia del acaro, los apicultores manifestaron pérdidas por mortalidad de colonias que
oscilaron entre el 5y 80% (Vazquez 1997, Medina 1998). Méas tarde Arechavaleta y Guzman-
Novoa (2000) demostraron el dafio que V. destructor puede causar a la produccion de miel en
México. En su estudio compararon la produccién de miel de colonias tratadas con el acaricida
fluvalinato con la de colonias parasitadas que no recibieron tratamiento. Al final de la floracion, el
grupo de colonias tratadas produjo significativamente mas miel (65.5%) y presento niveles menores
de infestacion. Por lo anterior, la varroosis representa un problema para la apicultura del pais.

Para lograr cierto grado de control de V. destructor y minimizar sus efectos negativos, las
colonias infestadas son tratadas con acaricidas quimicos formulados a partir de diferentes
principios activos, entre los que se encuentran el amitraz, coumaphos, fluvalinato y flumetrina. El
uso de estos productos tiene inconvenientes; ninguno elimina completamente al parasito y se han
detectado casos donde el acaro ha desarrollado resistencia (Koeniger y Fuchs 1988, Eischen 1995,
Milani 1999, Thompson et al. 2002). Se ha verificado que este tipo de acaricidas pueden dejar
residuos en la miel y cera (Faucon y Flamini 1990, Slabezki et al. 1991, Wallner 1995), lo cual ha
generado amenazas de cierre de mercados para las mieles mexicanas que se exportan a Europa.
Algunos acaricidas pueden ser téxicos tanto para las abejas como para el hombre, o inclusive,
pueden ser carcinogénicos (Koeniger y Fuchs 1988). Se ha afirmado que el tratamiento con estos
productos incrementa los costos de producciéon de miel y de otros productos de las abejas, tanto
por el precio del acaricida como por el tiempo y mano de obra invertidos, lo que provoca una
reduccion en la rentabilidad de la actividad apicola.

Debido a los riesgos y desventajas asociados con el uso de productos quimicos y a que no es
factible la erradicacion del parésito, la apicultura requiere opciones para mantener colonias de
abejas con niveles bajos de infestacidon que permitan mantener la produccién. Una alternativa que
tendria efectos mas permanentes, podria ser el desarrollo de abejas resistentes® al &caro. Esto

puede lograrse via seleccion natural sin aplicar tratamientos a las colonias o por medio de

% Se considera como “resistencia” una respuesta adaptativa del huésped tendiente a contrarrestar el desarrollo del parasito,
en cambio “tolerancia”, implica que el huésped soporta los dafios causados por el parasito (Vandame et al. 2002).



programas de seleccién dirigidos a reproducir las colonias mas resistentes (Guzman-Novoa y
Correa 1996). Diversos investigadores han intentado desarrollar abejas resistentes a
enfermedades como la loque americana (Park 1937, Rothenbuhler 1964a, 1964b), la acariosis
(Adam 1987, Page y Gary 1990), la paralisis (Kulincevic y Rothenbuhler 1975) y la varroosis (De
Guzman et al. 1991, Harbo y Harris 2001, Rinderer et al. 2001, Spivak y Reuter 2001, Szabo y
Szabo 2001); sin embargo, los resultados esperados no se consiguen en corto tiempo, por lo que
adicionalmente se requieren soluciones a corto plazo para el control del parasito.

Entre las alternativas a corto plazo se encuentra el uso de acaricidas naturales tales como los
acidos oxalico, lactico y férmico, asi como los aceites esenciales timol, eucaliptol, mentol y
alcanfor. Estos productos se formulan a partir de sustancias organicas que se encuentran
naturalmente en la miel o en algunas plantas y se caracterizan por tener baja toxicidad y bajo
impacto ambiental, ya que no dejan residuos en la miel o bien sus residuos se degradan o
volatilizan en poco tiempo (Bogdanov et al. 1998, Mattila y Otis 1999). De los productos naturales
mencionados, destacan por su eficacia contra varroa el acido féormico (Calderone y Nasr 1999,
Stanghellini y Raybold 2004) y el timol, mismo que se extrae de la planta aromatica llamada tomillo
(Thymus vulgaris) (Chiesa 1991, Imdorf et al. 1999, Melathopoulos y Gates 2003).

1.2 Desarrollo de abejas genéticamente resistentes a la varroosis

Desarrollar abejas genéticamente resistentes a la varroosis es posible, siempre y cuando en las
poblaciones de abejas existan caracteristicas que les confieran resistencia y que su expresion sea
variable e influida por efectos genéticos aditivos. Existen referencias de poblaciones de abejas
resistentes a la varroosis que se han fundamentado en la desigualdad de dafios causados por el
acaro. Los dafios han sido mas severos en colonias europeas establecidas en climas frios, a
diferencia de colonias africanizadas situadas en climas tropicales (De Jong et al. 1984, Moretto et
al. 1991). Particularmente en Brasil, que cuenta con abejas africanizadas y clima tropical, los
niveles de infestacion del acaro se han mantenido relativamente bajos, por lo que la varroosis no
representa un grave problema para la apicultura brasilefia; de hecho, los apicultores no utilizan
tratamientos o métodos de control (Moretto et al. 1995). Lo anterior sugiere que las abejas
africanizadas pudieran tener cierto grado de resistencia a varroa, que existen caros menos
patogénicos y/o que hay efectos ambientales que traen como consecuencia una menor virulencia
del parasito.

Estudios realizados en México demuestran que existe variacion en el crecimiento poblacional de
los acaros entre colonias de distintas regiones del pais (Arechavaleta y Guzméan-Novoa 2001). Los
factores que influyen en esta variacion incluyen el tipo de abeja (africanizada o europea) y el tipo
de clima (Garcia-Millan 1994, Mayagoitia y Otero-Colina 1995, Vandame et al. 1995, Guzman-

Novoa et al. 1996, Medina 1998), lo cual es similar a lo que sucede en Brasil. Las abejas



africanizadas y los climas calidos y humedos influyen en mantener un menor crecimiento de las
poblaciones de acaros (Guzman-Novoa et al. 1999). Algunos estudios sugieren que la resistencia
de las abejas africanizadas y europeas en México, podria ser relativamente menor que la de las
abejas en Brasil. En México, los niveles de infestacién hasta ahora encontrados son mas altos que
el 1 a 3% diagnosticado en Brasil (Moretto et al. 1995, Guzman-Novoa et al. 1999). Diversos
trabajos han mostrado que algunas caracteristicas tales como la infestacion en crias, la infestacion
en abejas adultas o la mortalidad de varroa, pueden ser utilizadas como indicadores directos o
naturales de resistencia al crecimiento poblacional de varroa ya que presentan coeficientes de
heredabilidad altos. Harbo y Harris (1999) en Estados Unidos encontraron que la heredabilidad (h?)
para la proporcion de acaros en las crias fue de 1.24 + 0.49. Por otro lado, en México, la h? para el
nivel de infestacién en abejas adultas se encuentra entre 0.36 y 0.91 (Arechavaleta 1998; Utrera y
Cervantes 1999).

1.3 Mecanismos de resistencia de las abejas a V. destructor

Los primeros estudios sobre resistencia a varroa fueron realizados en la especie de abeja Apis
cerana (Fabricius 1793), que se identific6 como huésped original del parasito Varroa jacobsoni
(Oudemans 1904) con el que ha logrado una relacion equilibrada debido al largo tiempo de
coexistencia. Posteriormente, las investigaciones se dirigieron a la evaluacion de A. mellifera,
especie que se posee algunos mecanismos de defensa contra V. destructor, lo que da esperanzas

de poder desarrollar abejas resistentes. Entre estos mecanismos destacan los siguientes:

Comportamiento higiénico. Se refiere a la capacidad de algunas abejas adultas para detectar,
desopercular y remover larvas o pupas enfermas o muertas de las celdas (Rothenbuhler 1964a);
por ello, este comportamiento ha sido identificado como uno de los principales mecanismos
responsables de conferir resistencia a las abejas meliferas contra parasitos y patégenos (Blchler
1997, Spivak y Downey 1998). Park (1936) y Rothenbuhler (1964a) demostraron que las abejas
retiran crias muertas por Paenibacillus larvae (loque americana), mientras que otros investigadores
encontraron que algunas abejas remueven crias afectadas por Ascosphaera apis (cria de cal)
(Gilliam et al. 1983, Masterman et al. 2000), y crias infestadas con el acaro V. destructor (Boecking
y Drescher 1992, Spivak 1996, Spivak y Reuter 1998b), lo cual restringe su reproduccién y limita su
crecimiento poblacional. En este sentido, Biichler (1992) encontr6 una correlacion negativa entre el
grado de comportamiento higiénico y la susceptibilidad a varroa en cuatro lineas de abejas. Por
otro lado, Vandame et al. (1998) observaron que las abejas africanizadas fueron cuatro veces mas
higiénicas que las europeas, mientras que Arechavaleta y Guzman-Novoa (2001) encontraron que
ademas del comportamiento de acicalamiento, el comportamiento higiénico fue la segunda

caracteristica en restringir el desarrollo poblacional de los acaros.



Se sabe que la expresién del comportamiento higiénico es variable, lo que se debe en parte a la
influencia de factores ambientales, entre los que se destacan: la edad de las crias removidas
(Message y Gongalves 1979), la abundancia de abejas adultas y crias en las colonias, asi como el
incremento en la cantidad de néctar recolectado por las abejas (Spivak y Gilliam 1993, Spivak et al.
1995, Spivak y Gilliam 1998).

Por otra parte, el comportamiento higiénico es influido por efectos genéticos. Las bases
genéticas de este comportamiento fueron estudiadas por Rothenbuhler (1964b), quien propuso
como explicacion la influencia de dos loci diferentes, uno relacionado con la desoperculacion y otro
con la remocioén de las crias afectadas. Mas tarde, se realizaron otros trabajos que afirmaron que la
herencia de este caracter seguia un modelo mas complejo (Moritz 1988), ya que se mapearon siete
loci que influyen en su expresién (Lapidge et al. 2002). Otros estudios han demostrado que el
comportamiento higiénico es heredable (h*= 0.65 y 0.81), lo cual permitiria desarrollar lineas o
estirpes de abejas higiénicas en programas de mejoramiento genético (Harbo y Harris 1999,
Arechavaleta y Hunt 2004).

Los métodos que en la actualidad se utilizan para evaluar el comportamiento higiénico se basan
en sacrificar un determinado namero de pupas (crias cerradas u operculadas), con la finalidad de
estimar la proporcidon de éstas, que es removida por las abejas obreras de una colonia. Los
procedimientos utilizados para sacrificar a las crias operculadas incluyen la puncién por medio de
un alfiler entomolégico, con el que se perfora tanto el opérculo, como la pupa en desarrollo
(Newton y Ostasiewski 1986) y dos tipos de congelacién: uno mediante la introduccién de una
seccién de panal con crias operculadas en un congelador a —18° C por un minimo de 24 h (Newton
et al. 1975), y otro a través de la aplicacion de nitrogeno liquido sobre el panal, lo que produce una
muerte instantanea de las crias (Spivak y Reuter 1998a).

Estas pruebas ya se han aplicado en México (Espinosa 1998, Arechavaleta y Guzman 2001,
Medina y Medina 2003); sin embargo, no hay informacion referente a trabajos que evallen
comparativamente la confiabilidad de métodos para medir este comportamiento, esto es, su
capacidad para diferenciar colonias altamente higiénicas de las poco higiénicas (capacidad

discriminatoria), ni se han estimado sus costos y facilidad de aplicacion.

Comportamiento de acicalamiento. El acicalamiento constituye una estrategia que emplean los
vertebrados y artropodos para remover ectoparasitos de su superficie corporal (Aumeier 2001). En
el caso de las abejas, este comportamiento consiste en que las obreras realizan una serie de
movimientos vigorosos del térax y abdomen, y se acicalan con sus patas y mandibulas para
liberarse del acaro varroa que acarrean sobre el cuerpo (auto-acicalamiento). Si esta accion no
tiene resultado, pueden ejecutar un baile para atraer a otras obreras del nido para que participen
en la remocioén del parasito (alo-acicalamiento) (Peng et al. 1987). En muchas ocasiones, las

abejas lesionan a los acaros con las mandibulas, los tiran al piso o los sacan de la colmena, por lo



que muchos de ellos mueren durante este proceso; de esta forma decrece la carga parasitaria en
las colonias (Moritz y Mautz 1990, Ruttner y Hanel 1992). Algunos autores han determinado que el
comportamiento de acicalamiento de las abejas constituye uno de los mecanismos mas
importantes de defensa y resistencia contra V. destructor (Harbo y Hoopingarner 1997, Guzman-
Novoa et al. 1999), mientras que otros investigadores han cuestionado el efecto de este
comportamiento per se, sobre el crecimiento poblacional del parasito, ya que han sefialado que
tras el acicalamiento, el acaro Unicamente cambia de huésped, sin ser removido de la colmena o
matado por las abejas, de tal manera que el acaro puede continuar con su ciclo de desarrollo (Fries
et al. 1996, Aumeier 2001, Vandame et al. 2002).

Para evaluar el comportamiento de acicalamiento se han aplicado métodos que en general
pueden catalogarse como indirectos y directos. Los métodos indirectos consisten en colocar
trampas en el piso de las colmenas, donde se recolectan y cuentan los 4caros que caen, asi como
los que presentan lesiones (Ritter 1981, Fries et al. 1991, De Jong 1997). Posteriormente los
acaros son clasificados de acuerdo con el tipo de lesiones que exhiben. El tipo de dafio mas
frecuente corresponde a la amputacion total o parcial de las patas o sus ventosas, siguiendo las
mutilaciones del idiosoma como rajaduras o mordeduras, hundimientos del escudo dorsal y la
ausencia total o parcial de escudos ventrales. Cabe destacar que estos dos Ultimos tipos de
lesiones, no se consideran causados directamente por el comportamiento de acicalamiento, ya que
estos dafios también pueden ser ocasionados por el comportamiento higiénico (Ruttner y Hanel
1992, Boecking y Ritter 1993, Flores et al. 1995, Correa-Marques y De Jong 1996, Espinosa 1998).

Harbo y Harris (1999) afirmaron que los dafios fisicos que presentan los acaros no contribuyen
en el descenso de sus propias poblaciones; ademas verificaron que la heredabilidad de esta
caracteristica fue marginal (0 y 0.17), por lo que su perspectiva como herramienta de seleccion
pudiera ser pobre. En México también se ha evaluado indirectamente el comportamiento de
acicalamiento. Vandame et al. (2002) comprobaron que las colonias de abejas africanizadas
presentaron significativamente mayor nimero de &caros con lesiones, a diferencia de colonias de
abejas europeas y que la mayor parte de los dafios se localizaron en las patas. Por otro lado,
aunque Espinosa (1998) observé acaros mutilados en colonias de abejas africanizadas estudiadas
en Yucatan, no encontré que esta caracteristica tuviera efecto sobre la dindmica poblacional de
varroa. Por el contrario, Arechavaleta y Guzman-Novoa (2001) comprobaron que de cuatro
mecanismos estudiados, el acicalamiento fue el que tuvo el mayor impacto en inhibir el desarrollo
poblacional de varroa en colonias de abejas cuyas reinas procedieron de diferentes criaderos de la
republica mexicana. Las colonias con menores niveles de infestacion fueron las que eliminaron
mas acaros y el nUmero de acaros lesionados fue significativamente mayor en las colonias donde
la poblacion de varroa crecié a un menor ritmo. Una correlaciéon negativa y altamente significativa
entre acaros lesionados y niveles de infestacion apoya esta inferencia.

A pesar de que el método indirecto aparenta ser simple, se ha cuestionado su confiabilidad

(Fries et al. 1996, Rosenkranz et al. 1997, Boecking y Spivak 1999). Se ha sefialado que los acaros



recolectados de las trampas de piso, no sdlo pueden caer por efecto del acicalamiento de las
abejas, sino también por muerte natural, por caida accidental al moverse de una abeja a otra o al
momento en que la abeja emerge, asi como por la limpieza que las abejas realizan al interior de las
celdas infestadas removiendo acaros muertos o débiles. Adicionalmente, se ha llegado a suponer
que las lesiones en los acaros pueden ser causadas por hormigas, escarabajos u otros insectos
que entran en las colmenas (Szabo y Walker 1995, Lodesani et al. 1996, Moretto 2002).

Por lo que respecta a los métodos directos, éstos se han realizado basicamente a través de la
infestacion artificial de abejas obreras con hembras adultas de varroa. Posterior a la colocacion del
acaro sobre el cuerpo de un determinado numero de abejas, las reacciones de éstas son
evaluadas visualmente a través del vidrio de una colmena de observacion, durante un periodo
previamente establecido. Los primeros trabajos tendientes a evaluar el comportamiento de
acicalamiento de las abejas ante el estimulo de varroa, fueron realizados por observacién directa
comparando las especies A. cerana y A. mellifera. En ellos se pudo comprobar que una menor
proporcién de las abejas A. mellifera reaccionaron al acaro y generalmente fallaron en removerlo
del cuerpo (Peng et al. 1987, Ruttner y Hanel 1992, Biichler et al. 1992). Mas tarde, en Brasil,
Moretto et al. (1993) compararon poblaciones de abejas africanizadas y europeas y encontraron
gue en un periodo de 30 minutos, las abejas de origen africano fueron siete veces mas eficientes
en remover a los acaros colocados artificialmente sobre sus cuerpos. Estos mismos autores
calcularon una h®= 0.71, lo que sugiriere que la seleccién para esta caracteristica es factible; no
obstante, el método para estimar este parametro es cuestionable, pues utilizaron reinas de libre
fecundacion por lo que no tuvieron control del origen y del nUmero de zanganos para los
cruzamientos.

En México, Vandame et al. (2002) también compararon colonias de abejas africanizadas y
europeas. En su estudio encontraron que el 80% de las abejas africanizadas y el 57% de las
abejas europeas se acicalaron durante los primeros 30 segundos después de colocarles una
varroa sobre el torax. Estos trabajos sugieren que las abejas africanizadas pueden, a través de
este comportamiento, mantener un menor nimero de acaros dentro de las colonias a diferencia de
abejas de origen europeo.

Sin duda, la observacion directa de las abejas puede proporcionar evidencia de diferencias en
el comportamiento de acicalamiento entre diferentes genotipos; no obstante, los métodos
disefiados son laboriosos porque se necesita poblar y dar mantenimiento continuo a un
determinado nimero de colmenas de observacion, se requiere una manipulacion cuidadosa de las
abejas a medir, asi como tiempo y agudeza visual para observarlas individualmente entre el gran

cumulo de abejas que las rodean (Aumeier 2001).

Caracteristicas que indican inhibicién en la reproduccion de V. destructor. Las alteraciones
que ocurren en la fase reproductiva de varroa pueden presentarse en diferentes etapas del proceso

y pueden afectar tanto la fertilidad de las varroas progenitoras como la fecundidad de su



descendencia, lo que a su vez, limita el crecimiento poblacional del acaro.

La reproduccion del parasito se lleva a cabo cuando las abejas se encuentran en fase de cria.
Los acaros hembras fundadoras (madres) ingresan a las celdas poco antes de ser operculadas y
se alimentan de la hemolinfa de la pupa en desarrollo. Alrededor de 60 h después de la
operculacion, el acaro deposita su primer huevo que da origen a un macho, en tanto que los
siguientes son puestos a intervalos de aproximadamente 30 horas y dan origen a hembras (De
Jong 1997). En condiciones normales, cada fundadora puede depositar como maximo seis huevos
en celdas de obreras y siete en celdas de zanganos (Ifantidis 1990). Posteriormente, los
descendientes pasan por los estadios de protoninfa, deutoninfa y adulto (Delfinado-Baker 1984),
alimentandose todos ellos de la hemolinfa de la pupa en desarrollo. El ciclo se completa entre 6.25
y 6.75 dias para los machos y entre 5.5 y 6 dias para las hembras (Ifantidis 1990, Martin 1994,
1995a) y el apareamiento ocurre cuando los descendientes llegan a la etapa adulta. Finalmente,
las hijas adultas ya fecundadas y la progenitora salen de las celdas junto con la abeja al momento
en que ésta emerge, mientras que los estados inmaduros y el macho mueren ya que son
incapaces de sobrevivir fuera de las celdas (Ifantidis 1983, Fries 1993).

Se han reconocido multiples caracteristicas que afectan el proceso reproductivo de varroa,
entre ellas se encuentran: la disponibilidad de celdas con crias en la colonia (Moretto et al. 1991,
Boecking y Ritter 1994, Fries et al. 1994), el nimero de ciclos reproductivos (Fries y Rosenkranz
1993), la duracion del periodo forético (Stliirmer y Rosenkranz 1994) y la carga parasitaria por celda
infestada (Fuchs y Langenbach 1989, Fries et al. 1994). Algunos acaros no se reproducen o
producen s6lo machos o sélo hembras (Fries 1993). En otros casos se ha registrado mortalidad de
fundadoras o sus descendientes (Boecking y Ritter 1994, Fries et al. 1994, Martin 1994),
especialmente la muerte prematura de los machos (Martin et al. 1997). Por otro lado, el nimero de
descendientes que no logra llegar a la etapa adulta, se ha asociado con la duracion del periodo de
operculacion o con el retrazo en el inicio de postura de las fundadoras (Fries 1993, Harbo y
Hoopingarner 1997). También se ha sugerido que factores intrinsecos al acaro, posiblemente de
naturaleza genética, pudieran limitar o inhibir su reproduccion (Rosenkranz y Engels 1994, Fuchs
1994, Medina y Martin 1999).

Se han establecido diferentes criterios para estudiar la capacidad reproductiva de varroa. La
mayor parte de los trabajos consideran dos aspectos fundamentales: la fertilidad de las fundadoras
y la fecundidad de la descendencia. Por ejemplo, la infertilidad puede ser examinada con base en
caracteristicas que pueden presentarse de manera individual o combinada, tal es el caso de
investigadores que citan solamente el nimero de varroas fundadoras que no dejan descendientes,
mientras que otros incluyen ademas el nimero de madres que producen huevos inviables (sin
desarrollo larval interno) o el nimero de madres que producen sélo machos.

En cuanto a la fecundidad, la mayor parte de los trabajos la refieren como la capacidad de las
fundadoras de producir descendencia viable, aunque en algunos de estos estudios no se especifica

si la descendencia puede reproducirse a futuro. Diversos investigadores estiman la fecundidad en



funcién de diferentes tasas reproductivas, entre éstas se destacan: 1. Tasa de reproduccion real
que equivale al numero de descendientes con respecto al total de varroas madres (Ifantidis 1984,
Mayagoitia y Otero-Colina 1995). 2. Tasa de reproduccion potencial donde se considera el nimero
de descendientes en relacion al nimero de madres fértiles (Ifantidis 1984, Mayagoitia y Otero-
Colina 1995). 3. Tasa de incremento real que involucra el nimero de hijas adultas sobre el total de
varroas madres (Ifantidis 1984, Martin 1994, 1995a, Mayagoitia y Otero-Colina 1995, Al Ghamdi y
Hoopingarner 1997). 4. Tasa de incremento potencial que estima la proporcién de hijas adultas por
cada madre fértil (Ifantidis 1984, Martin 1994, Medina 1997). 5. Tasa de reproduccion verdadera
gue consiste en calcular el nimero de hijas que alcanzan la etapa adulta y que cuentan con un
macho viable para el apareamiento (Medina 1997).

Se han identificado factores internos y/o externos que inciden en la fertilidad de las varroas
fundadoras. Dentro de los factores internos se puede citar la raza del huésped, ya que se ha
encontrado en abejas europeas una fertilidad cercana al 96%, mientras que en abejas
africanizadas puede llegar al 60% (Ritter y De Jong 1984, Al Ghamdi y Hoopingarner 1997, Martin
1998), situacién que se mantiene aun cuando ambos genotipos se evalUan en la misma colonia o
en la misma regién (Camazine 1986, Rosenkranz y Engels 1994). Dentro de los factores externos
se encuentran efectos ambientales que pueden actuar de manera directa o indirecta (Boecking y
Ritter 1994); tal es el caso de la estacionalidad y el clima (Kulincevic et al. 1988, Otten y Fuchs
1990, Fries et al. 1994). Se ha documentado mayor fertilidad del acaro en regiones de clima
templado y menor en regiones de clima tropical o subtropical (Ritter y De Jong 1984), aunque
algunas veces estas diferencias no son significativas (Rosenkranz y Engels 1994).

En México, los niveles de fertilidad oscilan aproximadamente entre el 43 y el 91%. Diferentes
estudios han mostrado que la infertilidad del acaro inducida por el huésped, parece no desempefiar
un papel importante en conferir resistencia a las abejas, ya que no se han detectado diferencias
significativas entre genotipos de abejas para esta caracteristica (Santillan et al. 1992, Garcia-Millan
1994, Guzméan-Novoa et al. 1996, Medina 1997, Medina y Martin 1999, Guzman-Novoa et al. 1999,
Arechavaleta y Guzman-Novoa 2001).

Por lo que respecta a la fecundidad, Rosenkranz y Engels (1994) postularon que es influenciada
por mecanismos diferentes de los que afectan la fertilidad. Estimaciones del nimero de hijas
adultas por madre fundadora oscilan entre 0.3 a 3 en celdas de obrera y de 2 a 4 en celdas de
zangano (Fries 1993, Fries et al. 1994, Martin 1994, 1995a, Al Ghamdi y Hoopingarner 1997).

En México no se han encontrado diferencias claras entre abejas africanizadas y europeas para
esta caracteristica (Guzméan-Novoa et al. 1999). En Veracruz, Santillan et al. (1992) observaron en
abejas europeas tasas reproductivas reales de 2.64 y potenciales de 3.09, muy similares a las
obtenidas con abejas del mismo genotipo en Europa. Mayagoitia y Otero-Colina (1995) obtuvieron
en abejas africanizadas, tasas reproductivas reales y potenciales de 2.6 a 3.17 y de 2.94 a 3.17,
respectivamente, mientras que para abejas europeas, de 2.69 a 2.91 y de 3.04 a 3.28, reales y

potenciales, respectivamente. Estos autores indicaron que las tasas potenciales obtenidas en las



abejas africanizadas eran mayores a las registradas en Brasil. Por otra parte, en Yucatan, Medina
(1997) estim6 una tasa de incremento potencial de 1.38 para abejas africanizadas, ligeramente
menor al 1.45 observado por Martin (1994) en Inglaterra. Asimismo, observo que del 88% de las
hembras consideradas fértiles, menos del 68% produjeron descendientes viables. A través de un
estudio posterior, donde se compararon diferentes indicadores reproductivos entre abejas
africanizadas y europeas, Medina y Martin (1999) pudieron constatar que Unicamente el porcentaje
de varroas fundadoras que produjeron descendientes viables, fue diferente entre ambos genotipos
(40% africanizadas contra 75% europeas).

Con base en la mayoria de las referencias anteriormente citadas, se ha determinado que los
promedios de las variables reproductivas de varroa, estimados en México, son mayores que los
obtenidos en Brasil y Estados Unidos (Guzman-Novoa et al. 1999), por lo que es posible que las
limitaciones reproductivas del acaro no restrinjan su desarrollo poblacional (Arechavaleta y
Guzman-Novoa 2001). Sin embargo, se ha mostrado que algunas caracteristicas reproductivas del
acaro son heredables. En este sentido, Harbo y Harris (1999) en Estados Unidos, encontraron que
la heredabilidad para la supresidon de la reproduccion de varroa (infertilidad y reproduccién
retardada) fue de 0.46, por lo que recomendaron utilizar esta caracteristica para la selecciéon de
abejas resistentes.

1.4 Justificacién

De lo anteriormente expresado, resalta la importancia de buscar soluciones al problema de
varroosis, por lo que desarrollar abejas genéticamente resistentes constituye una alternativa que
puede ofrecer ventajas econdmicas, ambientales, de salud humana y animal. Si bien, antes de
iniciar un programa de mejoramiento genético que tenga posibilidades de éxito, se requiere evaluar
mecanismos de resistencia en poblaciones de abejas de México a través de técnicas de medicion
confiables, practicas y econdmicas, que se identifiquen efectos genéticos afectando estas
caracteristicas y que estos efectos sean al menos, medianamente heredables. Con base en los
estudios previamente mencionados, se pueden identificar documentos que sefialan la existencia de
factores asociados con la resistencia de las abejas a V. destructor. En México, se ha observado
que el comportamiento de acicalamiento y el comportamiento higiénico de las abejas, destacan
como mecanismos que restringen el desarrollo poblacional de V. destructor, e inclusive, muchos
estudios sugieren la influencia de efectos genéticos en la expresién de estos dos comportamientos
y de caracteristicas que inhiben la reproduccién del &caro. No obstante, alin se desconoce si estos
mecanismos estan influenciados por efectos genéticos aditivos y si lo son, con qué magnitud.
Como regla general, el mejoramiento genético de una caracteristica tiene altas probabilidades de
éxito si la h? de la caracteristica a mejorar es >0.25 (Harbo y Harris 1999). Por lo anterior, en el
presente trabajo se midieron a nivel de colonia y a través de diferentes formas, los mecanismos
antes mencionados asi como caracteristicas del desarrollo poblacional del acaro y se calcularon

las h? en poblaciones de abejas de México.



3. OBJETIVO

Estimar coeficientes de heredabilidad de caracteristicas relacionadas con la resistencia de las

abejas meliferas a V. destructor en México y estimar correlaciones fenotipicas entre ellas



4. HIPOTESIS

Los coeficientes de heredabilidad de las caracteristicas relacionadas con la resistencia de las

abejas a V. destructor en México son iguales a cero.

No hay correlacién significativa entre las caracteristicas relacionadas con la resistencia de las
abejas a V. destructor en México.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Localizacion del area de estudio

Los datos se obtuvieron a partir de colonias ubicadas en el Centro de Mejoramiento Genético,
Generaciéon y Transferencia de Tecnologia Apicola del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). El centro se ubica en el km 29 de la carretera estatal
Tenango del Valle—Ixtapan de la Sal en el municipio de Villa Guerrero, Estado de México. El
municipio de Villa Guerrero se localiza en la regién suroeste del estado, a 18° 58’ 36” de latitud
norte y a 99° 38’ 00” de longitud oeste, a una altitud media de 2,160 msnm. Colinda al norte con
Tenango del Valle, Zinacantepec y Calimaya, al sur con Ixtapan de la Sal, al este con Tenancingo y
Zumpahuacan y al oeste con Coatepec de Harinas y Texcaltitlan. EI municipio posee un clima
templado subhimedo (C(w)) con lluvias en verano, una temperatura anual promedio de 12 a 14° C
y precipitacion pluvial de 1, 242.53 mm (INEGI 1998). Las actividades de laboratorio se realizaron
en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de
México (FMVZ-UNAM), en Ciudad Universitaria, Distrito Federal.

5.2. Establecimiento del apiario experimental

Se establecieron 60 colonias de abejas (Apis mellifera). Las colonias fueron las unidades
experimentales en el analisis (Collins et al. 1984) y se agruparon en diez grupos familiares con
diferente numero de repeticiones cada uno (Anexo 1). Mediante inseminacion instrumental, se
obtuvo una relacién de parentesco promedio de 0.26 entre las poblaciones de obreras de colonias
pertenecientes al mismo grupo (familia); las colonias de diferentes grupos no tuvieron relacion
entre ellas. De esta manera se realiz6 un andlisis de colonias medio hermanas tendiente a crear
condiciones semejantes a un sistema diploide (Figura 1) (Rinderer 1977, Oldroyd y Moran 1983,
Collins 1986). Los detalles sobre la conformacién de los grupos asi como los procedimientos para
obtener la relacién de parentesco promedio entre colonias, se explican mas adelante y se ilustran

en la Figura 1.

5.2.1 Origen de las reinas y zanganos. Se adquirieron 60 reinas presumiblemente no
relacionadas entre ellas (reinas madre), procedentes de diferentes apiarios del Estado de México.
De cada una de ellas, se obtuvo una reina hija para ser inseminada instrumentalmente.
Paralelamente, se adquirieron otras diez reinas (reinas padre) procedentes de diferentes criadores
de abejas reinas de la republica mexicana que sirvieron para producir zanganos. Cada una de las

reinas productoras de zanganos fue encerrada en un panal con celdas de zangano. Este panal se



introdujo en una jaula cubierta con malla criba que conté con aberturas de 5 mm, para que las
obreras pudieran entrar y salir para atender a la reina y a sus crias. Las reinas estuvieron
confinadas por siete dias para que pusieran los suficientes huevos que dieran origen a mas de 40
zanganos cada una. Los zanganos se dejaron madurar por al menos dos semanas después de que
emergieron dentro de la jaula que los confind. Las 60 reinas virgenes descendientes de las madres
obtenidas en el Estado de México, fueron inseminadas instrumentalmente de la siguiente manera.
Se colecté semen de alrededor de 40 zdnganos de cada una de las diez reinas padre (Figura 1).
Cada lote de semen se diluy6 con solucién salina (1:1) y fue mezclado por centrifugacién a 2,000
rem durante 1 min (Harbo 1990) para finalmente utilizarlo en la inseminaciéon de las reinas que
formaban parte de cada grupo; de ese modo se produjeron los diez grupos (familias), constituidos
por reinas cuyas obreras descendientes estuvieron relacionadas como medio hermanas de las
obreras de las otras colonias de su grupo y no estuvieron relacionadas con las obreras de colonias
de los otros grupos. Este procedimiento permiti6 emular las condiciones de parentesco que se
encuentran en organismos diploides, de tal forma que se pudieran aplicar los métodos estadisticos

tendientes a determinar la heredabilidad de las distintas caracteristicas estudiadas.

5.2.2 Establecimiento de las colonias experimentales. Las 60 colonias de abejas se alojaron en
colmenas tamafo jumbo, constituidas por tres bastidores con crias y reservas (miel y polen) y
aproximadamente 2 kg de abejas obreras. A cada colonia se le introdujo una abeja reina
inseminada asignada en forma aleatoria. Las abejas reinas fueron identificadas por medio de una
placa plastica de color numerada’, pegada sobre el térax. Las colonias se revisaron cada 15 dias y
fueron tratadas durante nueve semanas con dos tiras plasticas impregnadas con flumetrina® con la
finalidad de que estuvieran libres o con muy bajos niveles de V. destructor. A todas las colonias se
les proporciond un manejo uniforme, se alimentaron con 2 L de jarabe de azucar al 50%
(sacarosa/agua a partes iguales por peso) y se les administré un tratamiento preventivo contra
loque europea (Melissococcus pluton) y contra loque americana (Paenibacillus larvae), consistente
en espolvorear sobre los cabezales de la camara de cria, 25 g de una mezcla constituida por 5.5 g

de Oxitetraciclina Hcl® y 400 g de azucar pulverizada.

5.2.3 Infestacion de las colonias con V. destructor. Treinta dias después de retirar el
tratamiento de flumetrina, las colonias fueron infestadas artificialmente con 100 hembras de V.
destructor; de esta manera se cubrieron dos objetivos. En primer lugar, evitar en lo posible que los

residuos del acaricida afectaran las poblaciones del acaro y en segunda instancia, iniciar la etapa

' Graze KG, Weinstadt, West Germany.
2 Bayvarol ®, Bayer.
® Terramicina ®, Pfizer.



experimental con cargas parasitarias homogéneas. Los acaros utilizados para infestar las colonias
fueron obtenidos de 30 colonias altamente parasitadas y localizadas a 15 km del apiario
experimental. Para recolectarlos se utilizé una cubeta de plastico con capacidad de 20 L, en la cual
previamente se colocaron dos envases de plastico rellenos con estopa y cubiertos con una tela
porosa que permitiera la evaporacion. A cada envase se le agrego 20 ml de éter etilico y enseguida
a la cubeta se le introdujo una canasta fabricada con malla de alambre que sirvié para separar los
acaros de las abejas. Dentro de la cubeta se sacudieron abejas obreras de las colonias altamente
infestadas y se dejaron aproximadamente 5 min dentro del recipiente cerrado, asi los acaros que
estaban sobre el cuerpo de las abejas sufrieron el efecto del anestésico del éter y cayeron al fondo
del recipiente de donde fueron recuperados (Arechavaleta y Guzman-Novoa 2001).

El procedimiento de infestacion consistié en confinar 50 obreras de cada colonia en dos jaulas
Benton (25 abejas por jaula, 2 jaulas por colonia), cubiertas con malla de alambre de ocho cuadros
por pulgada y provistas de alimento consistente en una pasta de azucar pulverizada mezclada con
jarabe de maiz. Por medio de un pincel de cerdas suaves, los acaros fueron transferidos a las
obreras a través de las mallas de las jaulas; posteriormente, las jaulas se introdujeron entre dos
panales centrales de las colonias experimentales, para que las abejas y los acaros fueran liberados
por las obreras de esas colonias. Pasado un mes de las infestaciones artificiales se iniciaron las
evaluaciones de campo. El tiempo transcurrido entre la introduccidn de las reinas inseminadas y el
inicio de las mediciones (17 semanas) dio margen para que las obreras hijas de las reinas

inseminadas reemplazaran a la poblacion inicial.

5.3 Evaluacion del comportamiento higiénico en colonias de abejas (A. mellifera)

5.3.1 Experimento 1. Comparacion de tres pruebas para medir el comportamiento higiénico
de las abejas. Se realiz6 este ensayo preliminar con el fin de comparar la capacidad
discriminatoria, costos y facilidad de aplicacion de tres pruebas: congelacion lenta, congelacion
rapida y puncion, con las que se puede medir el comportamiento higiénico de las abejas. Para ello,
se aplicaron las tres pruebas el mismo dia en un mismo panal obtenido de cada colonia
experimental (n= 60) de los 10 familias o grupos diferentes y se repitieron a los 15 dias. Para todas
las pruebas se seleccionaron areas de crias que tuvieran la mayor cantidad de pupas en etapa de

ojos color rosado (Blchler 1997).

Prueba de congelacion lenta. Un dia antes de aplicar las tres pruebas, se escogié un bastidor de
cada colonia experimental, y de éste, se cortd una seccién de panal (6 x 5 cm) que tuviera al

menos 100 celdas de crias operculadas. Las secciones fueron individualmente colocadas en



bolsas de polietileno debidamente identificadas y se transportaron al laboratorio en una hielera de
poliestireno con refrigerantes para después introducirlas en un congelador (-18°C) por 24 h.
Finalizado este tiempo, las secciones se sacaron del congelador y en cada una de ellas se conto el
numero de celdas operculadas en ambos lados del panal. Posteriormente se llevaron al apiario y

se reinsertaron en los bastidores correspondientes a cada colonia experimental.

Prueba de congelaciéon rapida. Se escogié otra area del mismo panal (del que se corté la
seccién para la prueba anterior) que contenia al menos 100 celdas de cria operculada. Sobre esta
area se encajo un cilindro metalico de 7 cm de didmetro x 11 cm de altura, sin tapa en los dos
extremos, ejerciendo ligera presidbn con movimientos giratorios. Enseguida, se vertieron en el
cilindro 250 mL de nitrégeno liquido (a una temperatura de —195° C) para sacrificar a las crias.
Una vez que el hielo formado sobre el panal se derritid, se retiré el cilindro y se contaron las celdas

integramente operculadas en el area congelada.

Prueba de puncién. Se utilizé un alfiler entomolégico para puncionar y sacrificar 100 pupas en
celdas alineadas horizontalmente sobre el panal seleccionado. El alfiler se introdujo en el centro de
cada celda hasta tocar el fondo de la misma para asegurar la muerte de la cria. Para facilitar la
identificacion de las celdas perforadas se insertaron alfileres cortos” en los extremos de cada fila,

uno al inicio y el otro al final de cada hilera.

Medicién del grado de comportamiento higiénico. Después de aplicar los tres métodos, el panal
seleccionado de cada colmena se identificd con una tachuela clavada sobre el cabezal superior de
su bastidor y se reintrodujo al centro del nido de cria de su colmena. La lectura de resultados del
comportamiento higiénico se realiz6 a las 24 h de aplicadas las pruebas y consistié en determinar
el porcentaje de crias sacrificadas que fueron removidas por las abejas, utilizando la siguiente

férmula: [No. de pupas removidas/total de celdas tratadas (puncionadas o congeladas)] X 100.

Clasificacion del grado de higiene. Luego de ser evaluadas con cada una de las pruebas, las
colonias experimentales fueron clasificadas de acuerdo a su grado de limpieza, en colonias de
bajo, intermedio o alto comportamiento higiénico. Las colonias de alto comportamiento higiénico
fueron aquéllas con lecturas superiores al 95% de remocion de cria sacrificada, las de
comportamiento intermedio tuvieron lecturas entre 50% y 95% y las de bajo grado de higiene

limpiaron menos del 50% de la cria (Spivak y Reuter 1998b, Spivak y Downey 1998).

* Alfileres para marcar sitios en mapas (Maped ®)



Costos. La estimacién del costo de la aplicacién (una repeticion) de cada prueba por colonia se
realizo considerando las siguientes variables: 1) equipo (incluyd gastos de inversion y depreciacion
de un congelador horizontal de 7 pulgadas y un termo para almacenar 20.5 L de nitrégeno liquido),
2) mano de obra (se estimd considerando la participacion de cuatro personas. A cada una se le
asignaron tres salarios minimos para el 2004 [SEGOB 2003], tomando en cuenta el numero de
dias que requirid la ejecucion de cada prueba), 3) transporte (en este rubro se incluyeron los
gastos de combustible y mantenimiento de una camioneta que rindié un desplazamiento de 8 km/L
de gasolina), 4) insumos (abarcoé el precio del nitrégeno liquido, materiales como alfileres
entomoldgicos, cilindros metalicos, cuchillos, etc.), 5) gastos imprevistos (erogaciones emergentes

que representaron el 10% de todos los conceptos anteriores).

Facilidad de aplicacion. Se determind en funcion al nUmero de viajes (dias) que se ocuparon para
su realizacion; esto es, se consideraron los traslados destinados a la seleccion del panal, la
ejecucién de las técnicas y la lectura de resultados. También se midio el tiempo empleado para

probar cada prueba en cada colonia.

5.3.2 Experimento 2. Comparacién de dos tiempos de lectura para la prueba de puncién.
Este segundo ensayo se realizé debido a que los resultados del experimento anterior mostraron
que la prueba de puncién tenia una baja capacidad discriminatoria, pero dado que result6 ser la
mas practica y econdémica de aplicar en campo, se decidié6 comprobar si se podia aumentar su
capacidad discriminatoria mediante la reduccion del tiempo de lectura de 24 a 8 h, asi como para
verificar si los olores y fluidos emanados como resultado de la perforacion de las crias sacrificadas,
estimulaban artificialmente una rapida respuesta higiénica (ambientalmente inducida) de las
abejas. Usando la prueba de puncién, se compararon tres tratamientos que se aplicaron al mismo
tiempo en un panal obtenido de cada una de 50 colonias adicionales a las del experimento anterior.
El primer tratamiento se realiz6 tal como arriba se describe; el segundo, se llevé a cabo
seleccionando otra area del panal donde se retird parcialmente el opérculo de cada una de
aproximadamente 100 celdas, cuidando no danar a la pupa. El tercer tratamiento (testigo),
consistio en seleccionar otra area del mismo panal en la que se delimitaron 100 celdas con crias
operculadas. En estas celdas no se dafno ni a los opérculos ni a las pupas (s6lo se tocaron los

opérculos con el alfiler).

Andlisis estadisticos. Para determinar la capacidad discriminatoria y confiabilidad de las pruebas
(capacidad para diferenciar colonias con alto y colonias con bajo comportamiento higiénico), se
obtuvieron medidas de dispersion (desviaciones estandar, valores maximos y minimos y

coeficientes de variacion), asi como coeficientes de correlaciéon entre las dos repeticiones y entre



las pruebas. Se presume que entre mayor diferencia se encuentre en la expresion del
comportamiento higiénico entre colonias, entre mayor variacién y correlacién exista entre
repeticiones (mediciones), la prueba resulta mejor en términos de capacidad discriminatoria y
confiabilidad. Por lo anterior, se estimaron correlaciones lineales de Pearson entre repeticiones y
se compararon las varianzas de las tres pruebas mediante la prueba de razén de varianzas.
Adicionalmente para detectar diferencias entre las pruebas del primer experimento, los promedios
de las dos mediciones se analizaron mediante un analisis de varianza con un modelo de efectos
fijos (Snedecor y Cochran 1991, SAS 2002), previa transformacion de los datos mediante la funcién
arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion para ajustarlos a una distribucién normal (Zar 1996).
El modelo utilizado fue el siguiente:

Yi=u+Ti+Ej
Donde
Y;; = variable de respuesta (% de limpieza) transformada
M = media general
T; = efecto del i-ésimo tratamiento (prueba) aplicado
E;; = error experimental NID (0, 02)

Los datos obtenidos del segundo experimento también se transformaron con la funcion
arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcién. Se realizé un analisis de t de Student para
comparar las respuestas obtenidas entre la prueba de puncion leida a las 24 h y la prueba de
puncion leida a las 8 h (experimentos 1 y 2, respectivamente). Por otro lado, los tratamientos de
puncién, retiro parcial del opérculo y testigo, se compararon mediante un analisis de varianza bajo
el modelo de efectos fijos anteriormente sefalado. Finalmente para todos los andlisis de varianza,

se utilizé la prueba de comparacion multiple de Tukey (Snedecor y Cochran 1991, SAS 2002).

5.4 Evaluacion del comportamiento de acicalamiento en colonias de abejas (A.

mellifera)

5.4.1 Determinacion de la confiabilidad de un método directo para medir el comportamiento
de acicalamiento en dos poblaciones de abejas meliferas. Con el fin de contar con una
herramienta para evaluar directamente el comportamiento de acicalamiento de las abejas, se
realizé este ensayo preliminar, mismo que consistid en disefar y probar un método que fuera
rapido, econdmico y confiable. Se presume que este comportamiento puede ser estimulado por la
irritacién que varroa causa en el cuerpo de las abejas adultas; sin embargo, no se ha probado si
esto es cierto. Para ello se compararon dos colonias, una de abejas africanizadas (AA) y otra de

abejas europeas (AE); es decir, genotipos extremos entre los cuales existen diferencias en el



comportamiento de acicalamiento (Moretto et al. 1993).

El procedimiento consistio en recolectar aproximadamente 300 abejas adultas de cada
genotipo. Para ello, se extrajeron dos panales del centro del nido de cria de cada colmena (AA y
AE, respectivamente) y se sacudieron sus abejas dentro de cubetas de 18 L. Enseguida, las abejas
se vaciaron en jaulas rectangulares (1,600 cm3) forradas con malla de alambre. Posteriormente, se
retiraron 70 abejas de cada jaula y se refrigeraron a 5°C durante 5 min, para aletargarlas y poder
pegarles una placa metalica sobre el térax, para facilitar su manipulacién con una varilla metalica
de 15 cm de longitud, con punta imantada. El resto de las abejas contenidas en la jaula, a las que
no se les adhirio placa (ca. 230), se utilizaron para poblar un panal de observacion que fue
disefiado® para visualizar el comportamiento de acicalamiento. Dicho panal fue construido de la
siguiente manera. A un marco de madera (42.5 x 15 cm) se le engrapd una mica transparente, a la
cual se le hicieron dos aberturas centrales (3 x 2.6 cm) para introducir y retirar las abejas que se
evaluaron y una abertura lateral de mayor dimension (7 x 14 cm), cubierta con malla de alambre
para proveer ventilacion a las abejas. El marco con la mica adaptada, se coloco sobre un panal de
plastico® sujetandolo con bandas elasticas de hule. El interior del panal de observacién tenia una
profundidad de 1 cm, espacio suficiente para que las abejas se desplazaran con facilidad. Al centro
del panal se introdujo un redondel de malla de alambre de 7.5 cm de didametro que sirvié para
confinar a cada abeja a evaluar asi como a seis acompafiantes (Figura 2). Fuera del redondel se
introdujeron 200 abejas para tratar de emular las condiciones mas cercanas al ambiente social de
una colonia. Asimismo se suministré alimento por medio de un algodén impregnado con jarabe de
azucar al 50% y una pequefia torta de polen de 10 g.

Para determinar la confiabilidad de este método, se midid la capacidad de reaccion de las
abejas para quitarse una varroa o un elemento extrafio colocado sobre su cuerpo en relaciéon a no
tenerlo. Para ello, se registré el tiempo en el que cada abeja manifesté la primera reaccion de
acicalamiento (movimientos intensos de patas sobre la cabeza, térax o abdomen), mediante la
observacion de 50 abejas de cada genotipo por hasta 5 min (300 s) para cada individuo observado.
Se compararon tres tratamientos:

a) Tratamiento 1. Consistid en colocar una varroa viva sobre el térax de cada abeja con la

ayuda de un pincel fino. Para obtener varroas para las pruebas, se colectaron alrededor de
2,000 abejas en jaulas rectangulares (como las que se describieron anteriormente) de
colonias con altos niveles de infestacion. Estas abejas se anestesiaron con CO, durante 5
min, y luego se sacudieron sobre una cartulina blanca, para facilitar la identificacion y

recoleccion de los acaros que se desprendieron de ellas.

® Previo a la realizacion del experimento y con base en un prototipo disefiado por Uribe-Rubio JL, Sanchez-Albarran A 'y
Espinosa-Montafo L, construyeron y probaron diferentes marcos de observacion hasta obtener un modelo adaptado a las
necesidades experimentales.

® Pierco ®, Mieles Nortefias SA de CV.



b) Tratamiento 2. Consistioé en colocar 20 mg de harina de trigo sobre el cuerpo de cada abeja
a evaluar con la ayuda de un pincel fino.
c) Tratamiento 3 o testigo. Consistid solamente en tocar con el pincel el cuerpo de cada

abeja.

Analisis estadisticos. Los datos fueron sometidos a pruebas de normalidad. El efecto de
tratamiento se verific6 mediante un analisis de varianza bajo un disefio completamente aleatorio
con un modelo de efectos fijos y se utilizé la prueba de comparacién multiple de Tukey (Snedecor y
Cochran 1991, SAS 2002).
Yi=p+Ti+E;

Donde
Y;; = tiempo (s) de reaccion
M = media poblacional
T; = efecto fijo de tratamiento
E; = error aleatorio NID (0, 02)

Los datos de cada tratamiento se analizaron mediante una prueba t de Student, de esta forma
se busco verificar si el método disefiado podia diferenciar respuestas de acicalamiento entre los
dos genotipos (AA y AE) de abejas utilizados (Snedecor y Cochran 1991, SAS 2002).

5.4.2 Evaluacion directa e indirecta del comportamiento de acicalamiento en colonias de
abejas meliferas agrupadas en diferentes familias. El método directo también se aplicé para
evaluar en dos ocasiones, 50 abejas obreras de cada una de las colonias pertenecientes a los 10
grupos genéticos establecidos. Para ello se utilizé el panal de observacién y el método descrito
para el tratamiento 1 del experimento anterior, con la diferencia de que en éste, cada abeja fue
observada durante 3 min (180 s) como maximo, lapso durante el cual se anoté el tiempo en el que
cada una manifesto la primera reaccion de acicalamiento. Este tiempo maximo de observacion por
abeja fue establecido porque tras analizar los datos de tiempos de reaccién a 5 y 3 min de los dos
genotipos del experimento anterior, las magnitudes del estadistico t de Student dieron valores
similares.

Por otro lado, el método indirecto consistié basicamente en cuantificar los acaros caidos de las
colonias y que presentaron dafios en patas e idiosoma, estructuras mas susceptibles a las
mordeduras de las abejas (Flores et al. 1995. Correa-Marques y De Jong 1996). Mensualmente,
durante el periodo comprendido de octubre de 2003 a febrero de 2004, se colocaron trampas en el
piso de las colmenas para capturar las varroas que cayeran en el curso de 20 h. A cada trampa se
le introdujo una lamina galvanizada deslizable, cubierta por una malla de alambre (aberturas de 4

mm), que permitia el paso de los &caros pero no su remocién por accion de las abejas limpiadoras



(Ritter 1981). Asimismo, los bordes de las laminas se engrasaron con petrolato para evitar que los
acaros escaparan. El corto periodo de colecta evitdé que los acaros presentaran lesiones debidas a
la resequedad de los mismos o por depredadores de los detritus de las colonias (hormigas y
escarabajos). Las trampas se colocaron fuera de los periodos de evaluacion de los niveles de
infestacion de la cria y de las abejas adultas, con el fin de evitar el posible incremento del nUmero
de acaros caidos como resultado de la manipulaciéon de las colmenas. Los acaros fueron
recolectados cuidadosamente con un pincel de cerdas suaves y se introdujeron en tubos de micro
centrifuga (1.5 mL de capacidad) previamente llenados con etanol al 70%. Posteriormente, en el
laboratorio, los acaros fueron observados con un microscopio estereoscopico (40x) y se
clasificaron en acaros normales y en acaros con lesiones, obteniendo asi el porcentaje de acaros
lesionados. Los acaros lesionados, a su vez, se catalogaron segun la localizacién de la estructura
afectada, por lo que se obtuvieron datos del nUmero de acaros con dafios en: a) patas, b)
idiosoma, y c) la combinacién de lesiones en patas e idiosoma (Correa-Marques y De Jong 1996,
Espinosa 1998).

Analisis estadisticos. Se obtuvieron promedios generales para las variables evaluadas (tiempo
de reaccion y porcentaje de acaros lesionados), asi como sus promedios por muestreo y por
colonia con sus correspondientes medidas de dispersion. Se realizaron analisis de correlacion
simple de Pearson entre ambas variables de respuesta con el propésito de verificar si el método
indirecto puede utilizarse en sustitucion del método directo. También se estimaron Icoeficientes de
correlacion entre las variables del comportamiento de acicalamiento con las del comportamiento

higiénico evaluado con las tres pruebas (Snedecor y Cochran 1991, SAS 2002).

5.5 Evaluacion de caracteristicas asociadas con la inhibiciéon de la reproduccién de

V. destructor en colonias de A. mellifera agrupadas en diferentes familias

Con el fin de evaluar algunos aspectos que se han relacionado con la inhibicion de la capacidad
reproductiva de varroa, se midié la tasa de reproduccion verdadera y el porcentaje de varroas
fundadoras infértiles en los 10 grupos conformados. Se realizaron mediciones cada 28 dias,
durante el periodo comprendido de octubre de 2003 a febrero de 2004. Para tal efecto, se corté un
segmento de panal de aproximadamente 6 X 5 cm de cada colonia experimental, que tuviera poco
mas de 150 celdas con crias operculadas de obrera, preferentemente pupas con ojos oscuros y
cuerpo amarillo (>210 h post operculacion), etapa durante la cual las varroas fundadoras han
completado su ovoposicion (Martin 1994). Las muestras se introdujeron en bolsas individuales de

polietileno debidamente identificadas y se conservaron en congelacion (-18°C) con el propésito de



sacrificar a las abejas y los acaros deteniendo la ontogénesis. Posteriormente en el laboratorio, a
50 de estas celdas se les retird el opérculo, se extrajeron las pupas y se revisaron cuidadosamente
con un microscopio estereoscoépico, alumbrando el interior de las celdas con una fuente de luz fria
de fibra 6ptica, para verificar si estaban infestadas y para poder reconstruir las familias del acaro.

A partir de las celdas infestadas se calcul6 la tasa de reproduccién verdadera, que se expresoé
como la proporcion de descendientes hembras con capacidad reproductiva por cada varroa
fundadora (hijas potencialmente fecundas). Para ello se consideré la progenie hembra adulta, y en
algunos casos, cuando la pupa en desarrollo contaba con <220 h, también se consideraron las
deutoninfas préximas a alcanzar la etapa adulta, siempre y cuando en ambos casos se reconociera
la presencia de un macho adulto vivo para el apareamiento (Ifantidis 1983, Fries et al. 1994, Martin
1995b, Medina 1997). La diferenciacion de la progenie hembra adulta con respecto a las
progenitoras se realizd con base en la identificacion de exuvias (restos cuticulares producto de la
ultima muda de los acaros) y a la coloracion (Ifantidis 1983, 1984). Asimismo se calculd el
porcentaje de varroas fundadoras infértiles, dividiendo el total de madres infértiles entre el total de
celdas invadidas por una varroa. El criterio de infertilidad se establecié cuando se observaron
acaros madre vivos sin descendencia o bien huevos sin desarrollo de larva en su interior (Martin
1994). Para estimar los indicadores reproductivos Unicamente se tomaron en cuenta las celdas
infestadas con una varroa fundadora ya que las infestaciones multiples afectan las tasas

reproductivas del acaro (Fuchs y Langenbach 1989, Martin 1995b).

Analisis estadisticos. Se obtuvieron promedios generales de las variables reproductivas, asi
como promedios por colonia y por muestreo con sus correspondientes medidas de dispersion. A
partir de los promedios de las colonias se calcularon coeficientes de correlacién simple de Pearson
entre las dos variables reproductivas. También se calcularon coeficientes de correlacién entre las
variables reproductivas con los porcentajes de comportamiento higiénico expresados con las
pruebas de congelacién lenta, congelacién rapida y puncién y con las variables de respuesta del
comportamiento de acicalamiento medido directa e indirectamente (Snedecor y Cochran 1991,
SAS 2002).



5.6 Evaluaciéon del desarrollo poblacional de V. destructor en colonias de A.

mellifera agrupadas en diferentes familias

El desarrollo poblacional del acaro se evalud a través de la medicion de las variables caida natural
diaria de acaros, infestacion de la cria e infestacion de las abejas adultas, en las 10 familias de
abejas conformadas. Las mediciones se realizaron cada 28 dias durante los meses comprendidos
entre octubre de 2003 y febrero de 2004.

La caida natural diaria de acaros se midié a través de la recoleccién de varroas que se
encontraron en las trampas de piso descritas en el numeral 5.4.2, con la diferencia de que las
laminas permanecieron colocadas en las colmenas durante cuatro dias consecutivos, al término de
los cuales los acaros mezclados con los desechos de las colonias, se recuperaron y depositaron en
bolsas de polietileno identificadas con el nimero de colonia y la fecha de colecta. Las bolsas
permanecieron en congelacion en tanto se realizé la separacion y conteo de acaros. Para facilitar
este procedimiento, las muestras fueron tamizadas en seco dos veces, utilizando dos cernidores de
acero inoxidable con aberturas de poro de 0.9600 y 0.0388 mm, respectivamente. El nimero de
acaros recolectados por dia fue estimado dividiendo el total de varroas obtenidas por muestra entre
los cuatro dias que permanecieron las laminas colocadas en las colmenas.

Para determinar los niveles de infestacion en las crias, se utilizé el mismo segmento de panal
que el destinado a la evaluacion de las caracteristicas de inhibicidon de la reproduccion del acaro,
tomando en cuenta, ademas, las celdas en las cuales se presentaban abejas en etapa de prepupa.
La infestacion de las crias obreras, expresada en términos del porcentaje de celdas invadidas, se
calculé dividiendo el nimero de celdas positivas a varroa entre el total de celdas analizadas y el
cociente se multiplicé por 100.

Para medir la infestacion de las abejas adultas, se obtuvieron muestras de aproximadamente
200 abejas adultas tomadas del centro del nido de cria de cada colonia. Las muestras se
depositaron en envases de plastico previamente identificados que contenian una solucién de etanol
al 70%. Posteriormente en el laboratorio, las muestras fueron lavadas dos veces mediante
agitacion manual (2 min por lavado) con la misma concentracion de etanol. Las abejas y los acaros
fueron separadas por cernido (De Jong et al. 1982b). El porcentaje de infestacion fue estimado
dividiendo el numero de acaros recuperados entre el numero de abejas de cada muestra y el

cociente se multiplicé por 100.

Analisis estadisticos. Se obtuvieron promedios generales de estas tres variables que miden el
desarrollo poblacional de varroa, asi como promedios por colonia y por muestreo con sus
correspondientes medidas de dispersion. Adicionalmente se calcularon los coeficientes de

correlacion simple de Pearson entre estas variables (Snedecor y Cochran 1991, SAS 2002).



5.7 Estimacion de coeficientes de heredabilidad de las caracteristicas relacionadas

con la resistencia de las abejas a V. destructor en México

Se estimaron los coeficientes de heredabilidad de las caracteristicas que aparentemente confieren
resistencia a las abejas contra V. destructor y de las caracteristicas del desarrollo poblacional del
acaro, a través del analisis de las siguientes variables:

1. Porcentaje de comportamiento higiénico de las abejas obtenido con la aplicacion de las pruebas
de congelacion lenta, congelacion rapida y puncién.

2. Comportamiento de acicalamiento expresado en funcion del tiempo de reaccién de las abejas al
estimulo de poner una varroa sobre su cuerpo, asi como del porcentaje de acaros lesionados en
patas, idiosoma o su combinacion.

3. Inhibicién de la reproduccion de varroa: tasa de reproduccion verdadera y porcentaje de varroas
fundadoras infértiles.

4. Desarrollo poblacional: caida natural diaria de acaros, porcentaje de infestacion de la cria y

porcentaje de infestacion de las abejas adultas.

Anidlisis estadisticos. Antes de estimar las heredabilidades, se realizaron analisis de varianza y
pruebas de comparacion de medias para todas las caracteristicas estudiadas, ello con el propésito
de identificar diferencias entre las distintas familias conformadas (grupos genéticos) asi como entre
colonias anidadas dentro de grupos y entre mediciones. Previamente, para proveer una distribucién
normal a los datos, las caracteristicas congelacién lenta, punciéon y acaros lesionados, se
transformaron con la funcién arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion. Las caracteristicas
tiempo de reaccion a varroa, tasa de reproducciéon verdadera, varroas fundadoras infértiles,
infestacion en crias y caida natural diaria de acaros, se transformaron con el método de Box y Cox,
mientras que la infestacién en abejas adultas con el método de raiz cuadrada. Asimismo, por
medio de un andlisis t de Student, se compararon los promedios de las ocho colonias que
manifestaron mayor expresion para caracteristicas que podrian conferir resistencia contra varroa,
con las ocho colonias que manifestaron menor expresion en dichas caracteristicas (Snedecor y
Cochran 1991, Zar 1996, SAS 2002).

Se calcularon componentes de varianza utilizando el método de maxima verosimilitud
restringida (REML) bajo el siguiente modelo de efectos mixtos (Van Viek 1993, Hofer 1998). Este

modelo también fue aplicado para realizar los analisis de varianza.

Yiju= M + M; +R; +C,;) + Ejjq



Donde
Yij= variable de respuesta transformada de los comportamientos y caracteristicas evaluadas
M = media poblacional
M; = efecto fijo de muestreo
R; = efecto aleatorio de reina padre (grupo genético)
Cy;) = efecto aleatorio de colmena anidado en reina
Ejja = error aleatorio NID (0, 02)
La siguiente ecuacion fue utilizada para calcular la heredabilidad en sentido estrecho de cada
caracteristica (Falconer 1989): h?= 3.90(V_reina padre o grupo)
V total

Donde
3.90 = inverso de la relacidon genética aditiva entre colonias dentro de un mismo grupo. Este factor
fue obtenido con la formula’:  1/[n X 0.5 + ((n> = n) 0.25)/ (n + (n® = n))] = 1/0.25625, que
representa una aproximacion al promedio de relacion genética entre obreras hermanas (r, =0.5) y
medio hermanas (r, =0.25), sobre el total de relaciones establecidas por los diferentes zanganos
(n=40) que se utilizaron para inseminar a las reinas que encabezaron las colonias dentro de cada
grupo genético. A fin de comprobar la validez de esta ecuacion, el resultado de ésta se comparé
con el obtenido de las formulas que se presentan a continuacion, mismas que se adaptaron a las
condiciones del presente estudio, previo anadlisis de los conceptos vertidos por Oldroyd y Moran
(1983) y Milne y Friars (1984).

1/ [(1/(2n)) (0.5) + 0.25)] = 1/0.25625 (Oldroyd y Moran 1983)

1/ [((n-(n-1))(0.5) + (n-1)(0.25))/n] = 1/0.25625 (Milne y Friars 1984)

La varianza genética aditiva se estim6 multiplicando 3.90 por la varianza de grupo genético (V
reina padre). La varianza total (V total) se obtuvo de la suma de las varianzas de grupo genético (V
reina padre), de colonia (V de colmena) y residual (V del error). Los componentes de varianza,
coeficientes de heredabilidad y sus correspondientes errores estandar se calcularon con el
programa ASReml (Gilmour et al. 2002). Se realizaron pruebas de hipotesis sobre las varianzas de
reina padre con el fin de verificar la significancia de las h?, mediante la prueba de Razén de
Verosimilitud (Likelihood Ratio Test) (Kaps y Lamberston 2004). Para ello, al valor del -logaritmo de
la verosimilitud del modelo completo (incluyendo el efecto aleatorio de reina padre) se le resté el -
logaritmo de la verosimilitud del modelo restringido (sin incluir el efecto aleatorio de reina padre) y
el valor absoluto de esta diferencia se multiplicd por dos. Este resultado se confronté con el valor

tabulado de ji-cuadrada (X21, «=0.05) para finalmente obtener los valores de probabilidad.

" Férmula desarrollada por el Dr. Hugo Montaldo Valdenegro (Departamento de Genética y Bioestadistica, FMVZ-UNAM).



5.8 Estimacion de correlaciones fenotipicas entre variables que confieren
resistencia a las abejas contra V. destructor con variables del desarrolio

poblacional del acaro

Con base en los promedios por colonia se estimaron correlaciones fenotipicas entre las
caracteristicas que confieren resistencia a varroa: porcentajes de comportamiento higiénico
obtenidos de las pruebas de congelacion lenta, congelacién rapida y puncion; comportamiento de
acicalamiento evaluado directa (tiempo de reaccién a varroa) e indirectamente (porcentaje de
acaros lesionados) y caracteristicas de inhibicion de la reproduccién de V. destructor (tasa de
reproduccion verdadera y porcentaje de varroas fundadoras infértiles) con las que describen el
desarrollo poblacional de V. destructor (caida natural diaria de acaros y porcentajes de infestacion
en abejas adultas y en crias).

Asimismo, con el fin de identificar con mayor claridad el efecto de los mecanismos que confieren
resistencia a las abejas contra varroa sobre las caracteristicas del desarrollo poblacional del acaro,
se obtuvieron coeficientes de correlacién a partir de los promedios de las 16 colonias que
mostraron niveles extremos (8 colonias con los mayores y 8 colonias con los menores valores) de
caida natural diaria de acaros, infestacion en abejas adultas e infestacion en crias, con las
variables de los mecanismos que confieren resistencia a las abejas contra el acaro (Snedecor y
Cochran 1991, SAS 2002).



6 RESULTADOS

6.1 Evaluacion del comportamiento higiénico en colonias de abejas (A. mellifera)

6.1.1 Experimento 1. Comparacioén de tres pruebas para medir el comportamiento higiénico
de las abejas. Se encontraron correlaciones positivas y significativas para las respuestas de
comportamiento higiénico obtenidas con las tres pruebas (P<0.01, Cuadro 1). Al comparar las
pruebas mediante el andlisis de varianza, se detectaron diferencias significativas entre éstas para
el porcentaje de crias removidas por las abejas (F= 30.12; gl= 2, 177; P<0.01). Las colonias
expresaron un mayor grado de comportamiento higiénico para las crias sacrificadas con la prueba
de puncién (88%) en comparacion con la de congelacion lenta (69%) y con la de congelacién

rapida (65%). Entre estas dos ultimas pruebas no hubo diferencia (P<0.01; Cuadro 2).

Capacidad discriminatoria y confiabilidad. Se observé un mayor coeficiente de variaciéon y
desviacion estandar con las dos pruebas de congelacién en comparacion con la de puncién
(Cuadro 2). La varianza de la prueba de congelacién lenta no fue menor que la de congelacion
rapida (F= 0.94; gl= 59, 59; P> 0.05), mientras que las varianzas de las pruebas de congelacion
lenta y congelacién rapida fueron mayores que las de la prueba de puncién (F= 2.59; gl= 59, 59; P<
0.01y F=2.75; gl= 59, 59; P< 0.01, respectivamente). La correlacion entre repeticiones fue de r=
0.56, 0.45 y 0.37 (n= 60, P<0.01), para las pruebas de congelacion lenta, congelacion rapida y de
puncion, respectivamente. No hubo diferencia significativa entre estas tres correlaciones (P> 0.05).
Los promedios + D.E. de cada medicion se presentan en el Cuadro 2.

El nimero y porcentaje de colonias clasificadas como de bajo, intermedio y alto comportamiento
higiénico se muestran en el Cuadro 3. Sélo cinco a seis colonias (< 10%) fueron clasificadas como
de alto comportamiento higiénico con las pruebas de congelacion, pero 25 de ellas se clasificaron
como altamente higiénicas cuando se usé la prueba de puncién (41.7%). Asimismo, ninguna
colonia entré en la categoria de bajo comportamiento higiénico con esta ultima prueba. En las
Figuras 3, 4 y 5 se muestran las distribuciones de las pruebas de congelacién lenta, congelacion

rapida y puncion, respectivamente.

Costos y facilidad de aplicaciéon. En cuanto a los costos de aplicacion de cada prueba por
colmena, la mas cara fue la de congelacién rapida, con un costo de $ 15.06, seguida de la prueba
de congelacién lenta, cuyo costo fue de $ 10.55, mientras que la mas econémica fue la de puncion,
con un costo de $ 6.86. El método de puncion también fue el mas practico, pues se requirié un
promedio de 17 min para su aplicacién en sélo dos viajes realizados al apiario. En contraste, las

pruebas menos practicas fueron las de congelacion rapida y lenta, ya que para su aplicacion se



invirtieron 23 y 18 min por colmena, asi como dos y tres viajes al apiario, respectivamente (Cuadro
4).

6.1.2 Experimento 2. Comparacion de dos tiempos de lectura para la prueba de puncion. No
se encontré diferencia significativa entre las respuestas higiénicas de las colonias a las 8 y 24 h
con la prueba de puncién (t= 0.72, gl= 108, P> 0.05), tampoco se encontrd diferencia entre las
varianzas de los dos tiempos de lectura (F= 1.54; gl= 59, 49; P> 0.05). Se encontraron diferencias
significativas entre los tres tratamientos de este experimento (F= 609.63; gl= 2, 147; P<0.01). La
media para la limpieza de las celdas puncionadas fue de 85.5% (Sz= 238.52), mientras que la
media de remocion para el tratamiento donde sélo se abrieron los opérculos sin puncionar la cria

fue de 14.3% y para el tratamiento testigo fue de 2.1% (Figura 6).

6.2 Evaluacion del comportamiento de acicalamiento en colonias de abejas (A.

mellifera)

6.2.1 Confiabilidad de un método directo para medir el comportamiento de acicalamiento en
dos poblaciones de abejas meliferas. Se encontraron diferencias significativas en el tiempo de
inicio de acicalamiento de las abejas entre los tres tratamientos (F= 23.43; gl= 2, 315; P<0.01). La
media del tiempo de reaccion (s + D.E.) para el tratamiento con harina fue de 45.47 + 54.61 (n=
107), mientras que las de los tratamientos con varroa y testigo fueron de 89.43 + 84.35 (n= 105) y
128.61 £ 116.34 (n= 106), respectivamente (Figura 7). El método fue capaz de detectar diferencias
en el tiempo de reaccion entre los genotipos europeo y africanizado. Las abejas africanizadas
fueron significativamente mas rapidas en iniciar el acicalamiento en los tres tratamientos (t= -2.38,
gl= 104 para el tratamiento sin varroa; t= -3.83, gl= 103 para el tratamiento con varroa, y t= -3.65,
gl= 105 para el tratamiento con harina, P<0.01). Asimismo, los tiempos de reaccion fueron
progresivamente menores en los tratamientos con varroa y con harina en comparacién con el
tratamiento testigo en los dos genotipos de abejas (Figura 8). También se detectd una diferencia
significativa entre los dos genotipos de abejas para el tratamiento con varroa (t= -3.70, gl= 103,

P<0.01), aun cuando se analizaron los datos considerando tiempos de reaccion < 3 min.

6.2.2 Evaluacion directa e indirecta del comportamiento de acicalamiento en colonias de
abejas agrupadas en diferentes familias.

Método directo. El tiempo promedio de reaccion de las abejas a varroa (s £ D.E.) obtenido en la
primera medicion fue de 52.9 £ 19.7 (n= 59), mientras que el de la segunda medicion fue de 58.8 +

19.6 (n=59). No se encontré correlacion entre la primera y segunda medicion (r = 0.08; n = 59; P>



0.05). Tampoco se hallé diferencia significativa entre las dos mediciones (F= 3.46; gl= 1, 58; P>
0.05). El tiempo de reaccion promedio para el apiario experimental fue de 55.9 + 14.46, con valores

minimos y maximos de 32.04 a 98.4 s (n= 59, Cuadro 5).

Método indirecto. Se analizaron microscépicamente 5087 varroas adultas, de las cuales 3077
(60.49%) fueron normales y 2010 (39.51%) mostraron danos. Entre las 2010 varroas dafiadas, se
detectaron 1495 (29.39%) con amputaciones de patas y/o con lesiones parecidas a mordeduras del
idiosoma, mientras que 515 (10.12%) tuvieron dafos consistentes en hundimientos del escudo
dorsal y/o que perdieron la totalidad de los escudos ventrales (caparazones). El tipo de lesion mas
frecuente fue la amputacion de patas (89%) y la menos frecuente la de mordeduras del idiosoma
(3%). El 8% restante correspondi6 a una combinacion de lesiones en patas e idiosoma.

Con base en promedios por colonia se obtuvo una media general para el apiario de 31.79% +
13.80 D.E. acaros lesionados con valores minimos y maximos de 3.34 y 73.94%. Los promedios

por muestreo variaron significativamente (F= 4.01; gl= 4, 205; P< 0.01; Cuadro 5).

Correlacion fenotipica entre variables de respuesta del comportamiento de acicalamiento
(método directo e indirecto). No se encontrd correlacion significativa entre el tiempo de reaccion

a varroa y el porcentaje de acaros lesionados (r= 0.1469, n= 59, P>0.05).

6.2.3 Correlaciones fenotipicas entre variables de respuesta del comportamiento de
acicalamiento con las del comportamiento higiénico. No se hallé correlacion significativa entre
el tiempo de reaccion a varroa y el porcentaje de limpieza de las celdas medido con las pruebas de
congelacién lenta (r= -0.0753) y congelacion rapida (r=-0.241) (n= 59; P> 0.05 en ambos casos).
No obstante, la correlacion entre el tiempo de reaccién y el porcentaje de limpieza expresado con
la prueba de puncion, fue negativa y significativa (r= -0.3914, n= 59, P<0.01). El porcentaje de
acaros lesionados no tuvo correlacion con el porcentaje de comportamiento higiénico medido con
las pruebas de congelacion lenta (r= 0.1427), congelacién rapida (r= 0.1098) y puncién (r= 0.0293)

(n=59, P>0.05 en todos los casos).



6.3 Evaluacion de caracteristicas asociadas con la inhibicion de la reproduccion de

V. destructor en colonias de A. mellifera agrupadas en diferentes familias

La tasa de reproducciéon verdadera promedio del apiario experimental fue de 0.8 + 0.4 D.E. con
valores minimos y maximos de 0 y 1.64 (Cuadro 5). Los promedios registrados en cada medicién
variaron significativamente (F= 3.38; gl= 4, 172; P< 0.05); se observd que en noviembre se elevo a
1.2 (Cuadro 5, Figura 9).

El porcentaje promedio de varroas fundadoras infértiles para el apiario experimental fue de 14.4
+ 11.3 D.E., con valores ubicados en un intervalo de 0 a 56.2% (Cuadro 5). Se registré diferencia
significativa entre mediciones para esta caracteristica (F= 6.12; gl= 4, 172; P< 0.01), misma que se
fue incrementando desde octubre (7.3% £ 15.4 D.E.) hasta alcanzar su nivel mas alto en febrero
(21.6% £ 23.9 D.E.) (Cuadro 5, Figura 9).

No se encontrd correlacion significativa entre la tasa de reproduccién verdadera y el porcentaje
de varroas fundadoras infértiles (r= 0.0011, n= 57, P> 0.05).

Correlaciones fenotipicas entre variables de respuesta de caracteristicas de inhibicion de la
reproduccidn de varroa con las variables de respuesta del comportamiento de acicalamiento
y con las del comportamiento higiénico. La tasa de reproduccién verdadera se correlacioné
positiva y significativamente con el porcentaje de comportamiento higiénico expresado con la
prueba de puncién (r= 0.2849, n= 57, P< 0.05); sin embargo, la tasa de reproduccion verdadera no
se correlacioné con los datos del comportamiento higiénico obtenidos con las pruebas de
congelacién lenta y congelacion rapida. La tasa de reproduccién verdadera se correlaciond
negativa y significativamente con el tiempo de reaccién a varroa (r= -0.3079) y con el porcentaje de
acaros lesionados (r= -0.2757) (n= 57, P< 0.05 para todos los casos) (Cuadro 6). Por otro lado, el
porcentaje de varroas fundadoras infértiles no tuvo correlaciones significativas con las respuestas
higiénicas medidas con las tres pruebas, ni con las variables del comportamiento de acicalamiento

medido directa e indirectamente (Cuadro 6).

6.4 Evaluacion del desarrollo poblacional de V. destructor en colonias de A.

mellifera agrupadas en diferentes familias

El promedio general de la caida natural diaria de acaros fue de 25.7 acaros + 24.3 D.E. (Cuadro 5).

No hubo diferencia significativa entre mediciones para esta variable (F= 0.5781; gl= 4, 211; P>



0.05). El promedio del nimero de acaros caidos en cada uno de los cinco muestreos se presenta
en el Cuadro 5y en la Figura 10.

Referente a la infestacidn de las crias, se obtuvo un promedio general de 13.2% + 9.47 D.E. Se
registré diferencia significativa entre mediciones para esta variable (F= 25.46; gl= 4, 172; P< 0.01).
La infestacion de las crias se fue incrementando desde el principio del estudio, de tal forma que en
octubre se registr6 una infestacion significativamente menor que la de febrero (5.9 + 6.7 D.E. y
17% £ 13.7 D.E., respectivamente) (Cuadro 5, Figura 10).

En cuanto al porcentaje de infestacion en las abejas adultas, se obtuvo un promedio general de
7.9% £ 5.6 D.E. Se encontraron diferencias significativas entre mediciones para esta variable (F=
29.64; gl= 4, 205; P< 0.01), detectandose un incremento mensual desde el inicio de las
observaciones (Cuadro 5, Figura 10).

Se encontro correlacién positiva y altamente significativa entre la caida natural diaria de acaros y
la infestacion en abejas adultas (r= 0.7806, n= 59, P< 0.01) y con la infestacién en las crias (r=
0.8518, n= 57, P< 0.01). Lo mismo ocurrié entre la infestacién en abejas adultas y la infestacién en
crias (r= 0.7888, n= 57, P< 0.01).

6.5 Heredabilidades de caracteristicas relacionadas con la resistencia de las abejas

a V. destructor

Comportamiento higiénico de las abejas. No se encontraron diferencias significativas entre
grupos genéticos (F= 1.63; gl= 9, 59; P> 0.05) ni entre mediciones (F= 0.10; gl= 1, 59; P> 0.05)
pero si entre colonias anidadas en grupos (F= 2.94; gl= 50, 59; P< 0.01) para la prueba de
congelacién lenta. Se encontraron diferencias significativas entre los promedios de las 16 colonias
que expresaron mayor y menor comportamiento higiénico con esta prueba (t= 23.68, gl= 14, P<
0.01). Las medias (£ D.E.) de los grupos clasificados por su alto y bajo comportamiento higiénico
con esta prueba fueron 96.6 £ 2.0% y 37.1 + 5.6%, respectivamente. En los Anexos 2 y 3 se
muestran las 16 colonias que presentaron los niveles extremos para esta caracteristica. La h? para
esta caracteristica fue de 0.28 + 0.38 E.E., sin embargo, no fue significativa (P> 0.05). Los
componentes de varianza y logaritmos de verosimilitud con datos transformados y no
transformados se presentan en los Cuadros 7 y 8, respectivamente.

Se encontraron diferencias significativas entre grupos genéticos (F= 3.60; gl= 9, 59; P< 0.01) y
entre colonias anidadas en grupos (F= 1.87; gl= 50, 59; P< 0.05) pero no entre mediciones (F=
2.10; gl= 1, 59; P> 0.05) para la prueba de congelacién rapida. Los grupos genéticos que
expresaron el mas alto y el mas bajo comportamiento higiénico promedio con esta prueba fueron el
C (934 £ 9.7% D.E.) y el | (41.5 + 18% D.E.), respectivamente (Figura 11). Se encontraron



diferencias significativas entre los promedios de las colonias que expresaron mayor y menor
comportamiento higiénico (t= 26.45, gl= 14, P< 0.01). Las medias (+ D.E.) de los grupos
seleccionados por su alto y bajo comportamiento higiénico fueron 96.5 + 2.7% y 31.7 + 6.4%,
respectivamente. En los Anexos 2 y 3 se muestran las 16 colonias que presentaron los niveles
extremos para esta caracteristica. Se obtuvo un coeficiente de heredabilidad alto y significativo
(0.94 £ 0.50 E.E., P< 0.01) para el comportamiento higiénico evaluado mediante esta prueba. Los
componentes de varianza y logaritmos de verosimilitud se presentan en el Cuadro 7.

Se encontraron diferencias entre grupos genéticos (F= 2.26; gl= 9, 59; P< 0.05), entre colonias
anidadas dentro de grupos (F= 1.76; gl= 50, 59; P< 0.05) y entre mediciones (F= 4.32; gl= 1, 59; P<
0.05) para la prueba de puncion. Los grupos que presentaron el mayor y menor comportamiento
higiénico con esta prueba fueron el H (97.9 £ 1.7% D.E.) y el G (78.0 £ 20% D.E.), respectivamente
(Figura 12). Se encontraron diferencias significativas entre los promedios de las colonias que
expresaron mayor y menor comportamiento higiénico (t= 15.15, gl= 14, P< 0.01). Las medias (+
D.E.) de las ocho colonias con alto y de las ocho colonias con bajo comportamiento higiénico con
esta prueba fueron 99.2 + 0.64% y 62.2 £ 9.1%, respectivamente. En los Anexos 2 y 3 se muestran
las 16 colonias que presentaron los niveles extremos para esta caracteristica. La h? del
comportamiento higiénico evaluado con esta prueba no fue significativa (0.47 + 0.39 E.E., P> 0.05).
Los componentes de varianza y logaritmos de verosimilitud con datos transformados y no

transformados se presentan en los Cuadros 7 y 8, respectivamente.

Comportamiento de acicalamiento de las abejas. No se encontraron diferencias entre grupos
genéticos (F= 0.37; gl= 9, 58; P> 0.05) ni entre colonias anidadas en grupos (F= 1.15; gl= 49, 58;
P> 0.05) para el tiempo de reaccién a varroa. Se encontraron diferencias significativas entre los
promedios de las ocho colonias que expresaron mayor y las ocho colonias que expresaron menor
tiempo de reaccion (t= 19.48, gl= 14, P< 0.01). Las medias (+ D.E.) de estas colonias
seleccionadas fueron 80 + 12.8 sy 34.6 + 1.7 s, respectivamente. En los Anexos 2 y 3 se indican
las 16 colonias que presentaron los niveles extremos para esta caracteristica. Por otro lado, se
encontré una h? no significativa (0.08 + 0.2 E.E., P> 0.05) para el tiempo de reaccion a varroa. Los
componentes de varianza y logaritmos de verosimilitud con datos transformados y no
transformados se presentan en los Cuadros 7 y 8, respectivamente.

Referente a la caracteristica acaros lesionados, no se encontraron diferencias entre grupos
genéticos (F= 0.71; gl= 9, 205; P> 0.05), pero si entre colonias anidadas en grupos (F= 1.75; gl=
49, 205; P< 0.01). Se encontraron diferencias significativas entre los promedios de las ocho
colonias que expresaron el mayor y las ocho colonias que expresaron el menor porcentaje de
acaros lesionados (t= 10.88, gl= 14, P< 0.01). Las medias (+ D.E.) de ambos grupos fueron 56.5 +

9.5% y 12.3 + 5.0%, respectivamente. Los Anexos 2 y 3 muestran las 16 colonias que presentaron



los niveles extremos para esta caracteristica. La h® para el porcentaje de acaros lesionados fue de
0.0 £ 0.0 E.E. Los componentes de varianza y logaritmos de verosimilitud con datos transformados

y no transformados se presentan en los Cuadros 7 y 8.

Caracteristicas de inhibicion de la reproduccién de V. destructor. No se encontraron
diferencias entre grupos genéticos (F= 0.68; gl= 9, 172; P> 0.05) ni entre colonias anidadas en
grupos (F= 0.89; gl= 47, 172; P> 0.05) para la tasa de reproduccién verdadera. Se encontraron
diferencias significativas entre los promedios de las colonias en las que V. destructor expresé
mayor y menor tasa de reproduccion verdadera (t= 20.04, gl= 14, P< 0.01). Las medias (+ D.E.) de
las ocho colonias con alta y las ocho colonias con baja tasa de reproduccion verdadera fueron 1.5
+ 0.12 y 0.18 £ 0.15, respectivamente. En los Anexos 2 y 3 se muestran las 16 colonias que
presentaron los niveles extremos para esta caracteristica. La h? para esta caracteristica fue de 0.0
+ 0.0 E.E. Los componentes de varianza y logaritmos de verosimilitud con datos transformados y
no transformados se presentan en los Cuadros 7 y 8.

En cuanto a la caracteristica de varroas fundadoras infértiles, se encontraron diferencias entre
grupos genéticos (F= 2.69; gl= 9, 172; P< 0.05) pero no entre colonias anidadas en grupos (F=
1.07; gl= 47, 172; P> 0.05). Los grupos genéticos con el mas alto y el mas bajo porcentaje de
infertilidad de varroa fueron el E (19.8 + 16.8 D.E.) y el B (8.6 + 12.6 D.E.), respectivamente (Figura
13). También se encontraron diferencias significativas entre los promedios de las colonias
seleccionadas en las que varroa expreso alto y bajo porcentaje de infertilidad (t= 12.9, gl= 14, P<
0.01). Las medias (x D.E.) de ambos grupos de colonias fueron 34.1 + 12.5% y 0 + 0%. En los
Anexos 2 y 3 se muestran las 16 colonias que presentaron los niveles extremos para esta
caracteristica. La h®> para el porcentaje de varroas fundadoras infértiles fue significativa (0.19 +
0.15 E.E., P< 0.05). Los componentes de varianza y logaritmos de verosimilitud con datos

transformados y no transformados se presentan en los Cuadros 7 y 8.

Caracteristicas del desarrollo poblacional de V. destructor. Se encontraron diferencias entre
grupos genéticos (F= 3.19; gl= 9, 211; P< 0.01) y entre colonias anidadas en grupos (F= 4.09; gl=
49, 211; P< 0.01) para la caida natural diaria de acaros. Los grupos con el mas alto y el mas bajo
numero de acaros caidos/dia fueron el E (51 + 39 D.E.) y el F (6.4 + 5.8 D.E.) (Figura 14).
Asimismo, se encontraron diferencias significativas entre los promedios de las colonias que
tuvieron mayor y menor caida de acaros (t= 21.40, gl= 14, P< 0.01). La media (+ D.E.) del grupo
con mayor caida de acaros/dia fue 75.5 + 14 y la del grupo con menor caida de acaros/dia de 4.3
1.7. En los Anexos 2 y 3 se muestran las 16 colonias que presentaron los niveles extremos para

esta caracteristica. Las h? para la caida natural diaria de acaros fue significativa (0.52 + 0.33 E.E.,



P< 0.01). Los componentes de varianza y logaritmos de verosimilitud con datos transformados y no
transformados se presentan en los Cuadros 7 y 8.

En cuanto a la infestacion en las crias, se encontraron diferencias entre grupos genéticos (F=
6.22; gl= 9, 172; P< 0.01) y entre colonias anidadas en grupos (F= 3.10; gl= 47, 172; P< 0.01). Los
grupos con la mas alta y la mas baja infestacion en crias fueron el E (24.4 £+ 15.5% D.E.)y el F (3.3
+ 4.3% D.E.) (Figura 15). Se encontraron diferencias significativas entre los promedios de las
colonias que tuvieron mayor y menor infestacién (t= 21.42, gl= 14, P< 0.01). La media (+ D.E.) del
grupo de alta infestacion fue de 31.3 + 4% y la del grupo de baja infestacion de 2 £ 1.9%. En los
Anexos 2 y 3 se indican las 16 colonias que presentaron los niveles extremos para esta
caracteristica. La h® para la infestacion en crias fue significativa (1.0 + 0.46 E.E., P< 0.01). Los
componentes de varianza y logaritmos de verosimilitud con datos transformados y no
transformados se presentan en los Cuadros 7 y 8.

Relativo a la infestacion en abejas adultas, se encontraron diferencias entre grupos genéticos
(F= 3.05; gl= 9, 205; P< 0.01) y entre colonias anidadas dentro de grupos (F= 4.86; gl= 49, 205; P<
0.01). Los grupos con la mas alta y la mas baja infestacioén fueron el E (12.7 + 10.4% D.E.)y el F
(3.1 £ 3.1% D.E.), respectivamente (Figura 16). Se encontraron diferencias significativas entre los
promedios de las colonias que tuvieron mayor y menor infestacion (t= 15.39, gl= 14, P< 0.01). La
media (+ D.E.) del grupo de alta infestacion fue de 19.2 + 4.6% y la del grupo de baja infestacion de
1.5 + 0.58%. En los Anexos 2 y 3 se muestran las 16 colonias que presentaron los niveles
extremos para esta caracteristica. La h? para la infestacion en abejas adultas fue significativa (0.58
+ 0.38 E.E., P< 0.01). Los componentes de varianza y logaritmos de verosimilitud con datos

transformados y no transformados se presentan en los Cuadros 7 y 8.

6.6 Correlaciones fenotipicas entre variables que confieren resistencia a las abejas

contra V. destructor con variables del desarrollo poblacional del acaro

Con base en los promedios de las colonias experimentales se obtuvo una correlacién negativa y
significativa entre el porcentaje de acaros lesionados y el porcentaje de infestacion en crias (r= -
0.2869, n= 57, P< 0.05). Asimismo, se obtuvieron correlaciones positivas y significativas entre el
porcentaje de varroas fundadoras infértiles y el nUmero de acaros caidos/dia (r= 0.2827); entre el
porcentaje de varroas fundadoras infértiles y el porcentaje de infestacion en abejas adultas (r=
0.2655) y entre el porcentaje de varroas fundadoras infértiles y el porcentaje de infestacion en crias
(r= 0.3005) (n= 57, P< 0.05 para todos los casos). Los coeficientes de correlacion del resto de las
variables no fueron significativos (Cuadro 9).

Con respecto al analisis de los promedios de las 16 colonias que mostraron niveles extremos de



infestacion en abejas adultas, se detectd adicionalmente, una correlacion negativa y significativa
entre el porcentaje de acaros lesionados con el porcentaje de infestacion en abejas adultas (r= -
0.7470, P< 0.01).



7 DISCUSION Y CONCLUSIONES

7.1 Evaluacién del comportamiento higiénico en colonias de abejas (A. mellifera)

7.1.1 Experimento 1. Comparacion de tres pruebas para medir el comportamiento higiénico
de las abejas. Los resultados revelaron que las tres pruebas midieron de manera relacionada el
comportamiento higiénico en las abejas (Cuadro 1). Newton y Ostasiewski (1986) y Spivak y
Downey (1998) encontraron una alta correlacién entre la proporcién de cria removida por puncion y
por congelacion lenta, pero no compararon estas pruebas con la de congelaciéon rapida. Las
correlaciones entre pruebas probablemente obedecen al hecho de que en los tres casos se
sacrifican crias y las abejas tienen la capacidad de detectar y remover crias muertas (Rothenbuhler
1964a, Masterman et al. 2000).

Los resultados de la prueba de puncién mostraron la menor variabilidad entre colonias (la
menor S, D.E. y el mas bajo C.V.) cuando se compararon con los de las pruebas de congelacion,
y de acuerdo con los valores maximos y minimos, unicamente se pudieron detectar colonias con
capacidad de limpieza intermedia o alta (Cuadros 2 y 3); la distribucion de esta caracteristica
(Figura 5) apoya esta inferencia. Por lo anterior se considera que la prueba de puncién presenta
una baja capacidad discriminatoria y confiabilidad. La baja correlacién obtenida entre repeticiones
con esta prueba (r = 0.37, n= 60, P< 0.01), probablemente se debi6 a que el 62.2% de la variacién
en su expresion, se vio afectada por efectos ambientales (Cuadro 8). A pesar de su baja capacidad
discriminatoria, la prueba de puncion fue la mas econdmica y practica para medir el
comportamiento higiénico de las abejas. Otros investigadores han llegado a esta misma conclusién
(Newton y Ostasiewski 1986, Gramacho et al. 1999).

La prueba de congelacién rapida mostré alta variabilidad asi como una significativa correlacion
entre repeticiones (r= 0.45, n= 60, P< 0.01), y aunque esta correlacién no fue significativamente
diferente a las de las pruebas de puncién y congelacion lenta, y que su S? no fue diferente a la
prueba de congelacion lenta, la prueba de congelacion rapida permitié distinguir colonias de alto y
bajo nivel de comportamiento higiénico (Figura 4); esto respalda su capacidad discriminatoria y
confiabilidad. Ademas, de acuerdo con el analisis de componentes de varianza, fue la prueba que
mostré el mayor porcentaje (23.99%) de efectos genéticos aditivos (Cuadro 8). Otras cualidades de
la prueba de congelacion rapida radican en que provoca una muerte instantanea de las crias y en
que solo se requiere hacer dos viajes al apiario para su implementaciéon. Sin embargo, se
observaron las siguientes desventajas: el nitrégeno liquido es dificil de conseguir, es costoso, se
necesita un termo especial para almacenarlo y se requiere un vehiculo para transportarlo. El peso
del termo dificultdé su movilizacion en condiciones de campo, por lo que para agilizar los

experimentos se tuvo que incrementar el nUmero de personas que participaron en su aplicacién.



Ademas se tuvieron que tomar medidas de seguridad adicionales para evitar quemaduras en el
personal que lo aplicd. Aunque en conjunto estas circunstancias contribuyeron a elevar sus costos
y a catalogarlo como impractico para los apicultores que sélo se dedican a la produccién, se
considera que la prueba de congelacién rapida es util para investigacién y para aquellos apicultores
involucrados en el mejoramiento genético de las abejas.

La prueba de congelacion lenta tuvo una alta capacidad discriminatoria ya que sus medidas de
dispersion fueron altas, y aunque su s? y su correlacion entre repeticiones (r= 0.56, n= 60, P< 0.01)
no fueron diferentes a las de la prueba de congelacién rapida, la prueba de congelacién lenta
igualmente permitié detectar colonias con alta y baja respuesta higiénica (Figura 3), lo que la hace
confiable. No obstante, fue la prueba que tuvo la menor variacion (7.19%) debida a efectos
genéticos aditivos (Cuadro 8). Spivak y Downey (1998) sefalaron que la técnica de congelacién
lenta constituye el procedimiento mas conservador y confiable para evaluar el comportamiento
higiénico, empero, basaron este argumento Unicamente en la comparacién del método de
congelacién lenta y el de puncién, sin haberlos comparado con el método de congelacién con
nitrégeno liquido. Estos investigadores encontraron que una ventaja de este método radica en que,
ni la edad de las pupas sacrificadas ni la procedencia de la seccidn de panal utilizada, influyen en
el grado de respuesta higiénica de las colonias, por lo que podrian probarse mas colonias en
menos tiempo. En el presente estudio se detectaron ciertas desventajas del método de congelacion
lenta, entre las que destacan la necesidad de contar con un congelador y el proceso de medicion
que implicé la realizacién de tres viajes al apiario. Ambas circunstancias provocaron un incremento
en sus costos debido al tiempo, mano de obra y transporte empleados.

Las abejas removieron 23% y 19% mas pupas con la prueba de puncién que con las de
congelacién rapida y congelacion lenta De hecho, 25 colonias (41.7%) expresaron un
comportamiento higiénico superior a 95% con esta técnica (Cuadro 3, Figura 5). Estos resultados
concuerdan con los de Spivak y Downey (1998), quienes observaron un 40% de mayor remocion
de las crias sacrificadas por el método de puncién, cuando lo compararon con el de congelacién
lenta. Cinco a seis colonias (< 10%) evaluadas con los dos métodos de congelacion, removieron
mas del 95% de las crias sacrificadas (Cuadro 3), lo que concuerda con el 12% registrado en un
estudio realizado en colonias de abejas en Yucatan, México (Medina y Medina 2003) y con el
estudio de Spivak y Reuter (1998a), quienes sefalaron que la caracteristica de alta higiene se ha
identificado en aproximadamente el 10% de las colonias de cualquier raza o estirpe de abejas en

los Estados Unidos de Norteamérica.



7.1.2 Experimento 2. Comparacion de dos tiempos de lectura para la prueba de puncion. Los
resultados de este experimento demostraron que a pesar de que se redujo el tiempo de lectura del
tratamiento de puncién, la prueba no mejoré su capacidad discriminatoria, ya que no hubo
diferencia en el grado de comportamiento higiénico evaluado a las 8 h en relacion con el evaluado
a las 24 h y tampoco hubo diferencia entre las varianzas de las dos lecturas, lo que refuerza la idea
de que la prueba de puncién es menos confiable que las pruebas que involucran el congelamiento
de las crias.

Con base en el analisis de varianza se encontré6 que cuando se puncionaron las crias en el
tratamiento a 8 h, las abejas retiraron alrededor de 41 veces mas pupas dafiadas, que las
inalteradas del tratamiento testigo, y seis veces mas, que cuando las celdas se desopercularon
parcialmente. Las crias de este dUltimo tratamiento fueron removidas en un numero
significativamente mayor al del tratamiento testigo, a pesar de que las crias no fueron dafadas
(Figura 6). Aunado a esto, si se toma en cuenta que en el primer experimento las abejas
removieron cerca de 1.3 veces mas crias puncionadas que las sacrificadas con las dos pruebas de
congelacién, entonces se puede sugerir que con la prueba de punciéon se genera un mayor
estimulo que desencadena una alta y rapida respuesta higiénica de las abejas, lo que puede ser
ocasionado por la liberacion de olores y hemolinfa a través del opérculo perforado. Este argumento
se contrapone a lo referido por Newton y Ostasiewski (1986), quienes sefialaron que ni la
perforacion del opérculo ni la pérdida de hemolinfa de la pupa provocan una rapida
desoperculacion de la cria sacrificada. Sin embargo, los resultados de estos investigadores son
contradictorios, ya que cuando depositaron hemolinfa sobre pupas vivas, las abejas removieron
81% de éstas. Spivak y Downey (1998) y Gramacho et al. (1999) evaluaron las claves que
estimulan el comportamiento de remocién de las crias sacrificadas por puncién. En esos estudios
se encontré6 que un mayor numero de pupas fueron removidas cuando se puncionaron o cuando
fueron tratadas con hemolinfa, en comparacién con pupas que no se habian danado, por lo que se
concluy6 que el factor desencadenante de la remocion fue la hemolinfa que fue percibida por las
abejas.

En el segundo experimento de este estudio se observé que cuando se alteré la estructura del
opérculo sin dafar a las crias, las abejas removieron un bajo porcentaje de pupas (14%, Figura 6).
Esta situacion probablemente se debid a olores liberados a través del opérculo perforado, aunque
el presente estudio no lo puede demostrar. Es importante considerar que aun cuando no se dafé a
las crias ni el opérculo de las celdas con el tratamiento testigo, las abejas removieron una pequefia
proporcion de las pupas (2.1%, Figura 6). Esto confirma que el ambiente interno de la colonia
puede influir en el comportamiento higiénico tal y como lo refirieron diversos investigadores
(Message y Gongalves 1979, Spivak y Gilliam 1998, Espinosa 1998). En este sentido, Gramacho et

al. (2003) sugieren descontar este porcentaje (que expresa el efecto ambiental) del porcentaje total



de remocion expresado particularmente con el método de puncion, lo cual permitiria tener una
medicion mas precisa del comportamiento higiénico de las colonias.

Se concluye que la prueba de congelacion rapida fue la mas recomendable para ser usada a
nivel cientifico, debido a que demostré alta capacidad discriminatoria y porque fue la que expresoé
mayor porcentaje de efectos aditivos. Por otro lado, la prueba de congelacién lenta fue la mas
recomendable a nivel de campo, ya que fue la segunda mas econdmica, practica y porque también

demostr¢ alta capacidad discriminatoria.

7.2 Evaluacion del comportamiento de acicalamiento en colonias de abejas (A.

mellifera)

7.2.1 Confiabilidad de un método directo para medir el comportamiento de acicalamiento en
dos poblaciones de abejas meliferas. Los resultados mostraron que con el método evaluado fue
posible detectar una disminucién significativa en el tiempo de reaccion de las abejas a cuerpos
extrafos puestos sobre sus cuerpos. Cuando se colocé una varroa sobre el cuerpo de cada abeja,
se observé que empezaron a acicalarse en un tiempo 30% mas rapido que con el tratamiento
testigo. Cuando se usoé harina, el tiempo de reaccién de las abejas se redujo en 63% comparado al
tratamiento testigo. Esto probablemente se debidé a que la harina constituye un cuerpo extrafio mas
irritante para las abejas que la propia varroa, que contribuye al igual que otros productos aplicados
en polvo, a estimular la auto-limpieza de las abejas y por consiguiente, a favorecer el
desprendimiento de los acaros. Por ello, este procedimiento se ha empleado como método de
control o diagnéstico de la varroosis (Fakhimzadeh 2000).

El método probado también demostrd ser Util para detectar variacion en el tiempo de inicio de
acicalamiento entre dos genotipos de abejas. Las abejas africanizadas fueron significativamente
mas acicaladoras que las abejas europeas en los tres tratamientos. Esta diferencia entre genotipos
se mantuvo aun cuando se consideré un tiempo maximo de observacion de 3 min con el
tratamiento donde se utilizé varroa. Por lo anterior, podria aplicarse la prueba con varroa durante 3
min para hacerla mas eficiente, ya que reducir el tiempo de observacion permitiria aligerar el
trabajo, disminuyendo el cansancio visual, o bien, se podria evaluar un mayor nimero de abejas.
Moretto et al. (1993) ya habian usado un método directo para estudiar el acicalamiento en colonias
africanizadas y europeas, y aunque no probaron su confiabilidad antes de aplicarlo, lograron
identificar diferencias significativas entre ambos genotipos, cuando evaluaron el porcentaje de
abejas que se acicalaban para quitarse una varroa del cuerpo durante 5 min. Por otro lado Aumeier
(2001), quien evalud la confiabilidad de una técnica de observacion directa del comportamiento de

acicalamiento, detecto diferencias significativas en respuestas entre dos genotipos de abejas. Las



abejas africanizadas reaccionaron con mayor rapidez e intensidad, que las abejas carniolas de su

estudio, lo que concuerda con los resultados del presente trabajo.

7.2.2 Evaluacion directa e indirecta del comportamiento de acicalamiento en colonias de
abejas agrupadas en diferentes familias. Los resultados de la aplicacion del método directo para
evaluar el comportamiento de acicalamiento en los diferentes grupos experimentales, revelaron
diferencias fenotipicas entre los promedios de las colonias, ya que se detectaron colonias con
rapida (32 s) y lenta (98.4 s) reaccién (Cuadro 5). El promedio general de reaccion (55.9 s) implica
que el parasito provocé algun tipo de irritacion que estimuld una respuesta rapida (< 1 min) en las
abejas. Esta rapida respuesta fue semejante al promedio obtenido en las abejas africanizadas del
experimento preliminar (Figura 8), asi como a la reportada por Aumeier (2001) para abejas de raza
carniola y a la verificada por Vandame et al. (2002) para abejas africanizadas y europeas. Al
descomponer la variacién fenotipica se verific6 que un alto porcentaje (92.2%) correspondié a
efectos ambientales (Cuadro 8), lo que pudo ser el factor causante de que no hubiera diferencia ni
correlacion entre las dos mediciones realizadas en las mismas colonias. Los resultados
estadisticos descriptivos son dificiles de comparar con los de otras referencias documentales, ya
que si bien en la presente evaluacion se consideraron las respuestas individuales de las abejas,
éstas se promediaron para obtener una estimacion general del comportamiento de cada colonia.
Por lo que respecta al método indirecto de evaluacion del comportamiento de acicalamiento, se
observd que el 39.1% de los acaros examinados tuvieron lesiones atribuibles al posible
acicalamiento de las abejas, ya que se encontraron dafios en las patas y el idiosoma. Este valor
disminuyé cuando se calculd el promedio general del apiario (31.8%). El analisis de componentes
de varianza demostré que gran parte de la variacion (89.28%) se debié a efectos ambientales
(Cuadro 8). Al comparar los promedios obtenidos en este estudio con los de otros investigadores,
se observa que fueron muy superiores al 14.9% y 15.1% referidos en México por Vandame et al.
(2002) con abejas africanizadas y por Mondragoén et al. (2005) para abejas africanizadas e hibridas
(europeas x africanizadas), respectivamente y se encuentra mas cercano a los promedios de 33.2
a 37%, citados en otros estudios realizados con abejas africanizadas en México (Espinosa 1998,
Correa-Marques et al. 1998) y Brasil (Correa-Marques et al. 2000). Particularmente, en un estudio
realizado recientemente en Alemania por Correa-Marques et al. (2002), se recolectaron mas
acaros lesionados en colonias de A. m. carnica (42.3%) en comparaciéon con colonias de A. m.
ligustica (35.8%) que habian demostrado ser resistentes a varroa en Brasil. A partir de estos
resultados, dichos autores indicaron que ninguna de las dos razas de abejas demostré ser mas

resistente a varroa.



Correlacion fenotipica entre variables de respuesta de los métodos directo e indirecto. En el
presente trabajo no se encontro relacion entre el tiempo de inicio de acicalamiento y el porcentaje
de acaros lesionados, lo cual podria ser indicativo de que los dos métodos de medicion miden
componentes diferentes de un comportamiento que puede ser mas complejo (Aumeier 2001). Es
posible que la técnica directa aplicada en condiciones de laboratorio, no reflejara lo que
verdaderamente acontecié en las colonias de campo, en las cuales se midi6 la proporcién de
acaros lesionados. En este trabajo se detectd que las abejas reaccionaron a la irritacién provocada
por los acaros tratando de retirarlos con las patas, pero no se observé que lograran atraparlos para
provocarles lesiones. En la mayor parte de las ocasiones los acaros se movian a la regioén ventral
del abdomen de las abejas, del tal forma que se ocultaban a la accion de ellas. Esto mismo fue
sefalado por Vandame et al. (2002), quienes verificaron que a pesar de que las abejas
reaccionaron rapidamente a la colocacion del acaro sobre sus cuerpos, sélo un bajo porcentaje
logré ser removido por las abejas. A pesar de que fue menos frecuente, también en el presente
estudio se llegd a observar que los acaros caian o se trepaban sobre otra abeja, y aunque todo
esto no fue cuantificado, lo primero podria explicar por qué muchos de los acaros recolectados en
los pisos de las colmenas no presentaron lesiones. Fries et al. (1996) también observaron que los
acaros caian debido a condiciones naturales, sin mostrar dafios aparentes; ademas indicaron que
el movimiento de acaros de una abeja a otra, no puede interpretarse como remocion satisfactoria
que implique resistencia por parte de las abejas, ya que para que la remocion sea efectiva, se
requiere no sélo que las abejas remuevan a los acaros de su cuerpo, sino que éstos sean
eliminados de las colonias.

En virtud de lo anteriormente expuesto y dado que no se hallé correlacion entre el método
directo y el método indirecto, se puede concluir que el método indirecto no podria utilizarse en
sustitucion del método directo, por lo que seria necesario continuar evaluandolos, de tal manera
que a futuro se descifren los componentes que regulan el comportamiento de acicalamiento y se
determinen aquéllos que muestren mayor grado de interrelacion y la mayor correlacién con los
niveles de infestacion de las colonias.

7.2.3 Correlaciones fenotipicas entre variables de respuesta del comportamiento de
acicalamiento con las del comportamiento higiénico. En este trabajo se observé que conforme
disminuye el tiempo del inicio de acicalamiento en las abejas, se incrementa la remocion de pupas
sacrificadas por puncion. Esto podria deberse a que las abejas son muy sensibles a estimulos
evidentes, uno de ellos producido por la liberacion de hemolinfa después de sacrificar a las crias
tras puncionarlas (Spivak y Downey 1998, Gramacho et al. 1999) y el otro generado por la irritacion
que les provoca el acaro sobre el cuerpo, tornandolas mas rapidas en sus respuestas (Aumeier

2001, Vandame et al. 2002). Concretamente, quiza exista algun factor que interrelacione la rapidez



de respuesta en las abejas adultas con la rapidez en la limpieza de las celdas cuyas pupas fueron
puncionadas. Guzman-Novoa et al. (2002) encontraron correlaciones entre niveles de actividad y
comportamiento higiénico. Las abejas mas activas tendieron a ser mas higiénicas.

El no haber encontrado correlacién entre el tiempo de inicio de acicalamiento con la remocion
de crias sacrificadas por congelacion lenta y congelacién rapida, pudo deberse a que las crias
sacrificadas de esa forma, probablemente no liberan algun tipo de olor o cualquier otro componente
que de manera inmediata incite la limpieza de las celdas, aunque invariablemente reaccionen
rapidamente al acaro que perciben sobre el cuerpo. Estas hipétesis tendrian que ser confirmadas
con experimentos mas detallados. Cabe aclarar que las abejas utilizadas para medir el
acicalamiento, fueron tomadas al azar de panales con crias y se desconoce tanto el nimero como
la edad de las abejas que intervinieron en la remocién de las crias sacrificadas. Con los
experimentos realizados, no se tiene respuesta acerca del efecto de los factores antes
mencionados sobre la expresion de ambos comportamientos. De hecho, poco se sabe sobre los
mecanismos que estimulan la respuesta higiénica de las abejas; se ha sugerido que los factores
desencadenantes pueden ser mecanicos o quimicos, mismos que pueden originarse de las crias o
de los acaros (Masterman et al. 2000).

En el presente trabajo no se hall6 correlacion entre el comportamiento de acicalamiento medido
en funcion de la proporcion de acaros lesionados, con el porcentaje de crias removidas después de
aplicar los tres métodos de sacrificio, lo cual podria indicar que aunque las abejas lograran remover
la crias sacrificadas, los acaros maduros que posiblemente se encontraban infestandolas no
sufrieron dafios, mientras que los inmaduros posiblemente si se vieron afectados al grado de morir.
En este estudio no se evalu6 la mortalidad ni las lesiones de los acaros inmaduros. Es necesario
precisar que en el andlisis estadistico, no se incluyeron los acaros que presentaron lesiones del
tipo hundimientos del escudo dorsal o restos de acaros que no presentaron escudos ventrales
(también llamados caparazones), dafios que otros investigadores han asociado significativamente
con el comportamiento higiénico (Correa-Marques et al. 1998, Espinosa 1998). Cabe destacar que
Spivak (1996) no encontré diferencias significativas en la proporcion de acaros mutilados entre
colonias de A. m. ligustica higiénicas y no higiénicas, recalcando que no habia razén para esperar
que las abejas higiénicas fueran mas acicaladoras, a pesar de ello, no excluyé la posibilidad de
seleccionar colonias que expresen estas dos caracteristicas en programas tendientes a desarrollar

abejas resistentes a V. destructor.



7.3 Evaluacion de caracteristicas asociadas con la inhibicion de la reproduccion de

V. destructor en colonias de A. mellifera agrupadas en diferentes familias

El promedio de la tasa de reproduccion verdadera (0.8) obtenido en este estudio, coincide con los
resultados de Mondragén et al. (2005), quienes documentaron una tasa de 0.88 para grupos de
abejas europeas y africanizadas apareadas naturalmente con zanganos africanizados. Igualmente,
la tasa de reproduccién verdadera del presente trabajo se ubico entre los niveles que Medina y
Martin (1999) citaron para abejas africanizadas en México y abejas europeas en Inglaterra (0.73 y
0.92, respectivamente). Correa-Marques et al. (2003) por el contrario, han encontrado niveles
ligeramente menores (0.64) para esta caracteristica en abejas africanizadas de Brasil.

A pesar de que esa variable no se evalué un ano completo, se notaron fluctuaciones que
registraron su nivel mas alto en noviembre, lo cual coincide con la temporada de floracion (Figura
9), por lo que estas observaciones complementan la informacién vertida por Mondragén et al.
(2005), quienes también observaron variacion en la tasa de reproduccién verdadera a lo largo de
un afo en condiciones de tropico. El analisis de componentes de varianza demostré que un alto
porcentaje de la variacion (99.77%) se debi6 a efectos ambientales (Cuadro 8). Martin (1998) con
base en diferentes estudios, estimé que en condiciones normales se puede producir un promedio
de 1.01 hijas adultas viables por varroa fundadora. En el presente estudio 19 colonias (33%),
rebasaron ese limite, lo que indica que dependiendo del nimero de ciclos reproductivos de cada
varroa fundadora, al menos un acaro mas puede contribuir a elevar la parasitosis en esas colonias.

En cuanto al porcentaje de varroas fundadoras infértiles, se observd una tendencia
creciente desde el inicio de las mediciones, de tal forma que la ultima medicién registré un
incremento tres veces mayor que la primera (Figura 9). Aunque fenotipicamente se distinguieron
colonias con diferentes niveles de infertilidad, el 94.09% de la variacion fue de origen ambiental
(Cuadro 8). Por otro lado, el promedio general (14.4%), coincide con los valores encontrados por
diferentes investigadores en México para abejas africanizadas y europeas: 3 y 18% (Vandame et
al. 1999); 4 y 17% (Medina et al. 2002); 8.5 y 25.9% (Mondragén et al. 2005); no obstante, fue
mucho menor que los registrados con abejas africanizadas en Brasil (43 a 75%) (Ritter y De Jong
1984, Rosenkranz y Engels 1994, Martin et al. 1997). Por ello, se ha descartado que la fertilidad de
varroa en las abejas africanizadas en México, sea el mecanismo responsable de su resistencia, ya
que los niveles son similares a los citados para abejas europeas (76 a 94%) (Martin et al. 1997,
Vandame et al. 1999).

En este estudio no se encontré correlacion entre la tasa de reproduccion verdadera vy el
porcentaje de varroas fundadoras infértiles, indicando que en las colonias experimentales, la

infertilidad del acaro no afectd la capacidad reproductiva de la progenie. De hecho, los resultados



de la evaluacién de estas dos variables, apoyan la suposicion de que el acaro se reprodujo dentro

de los limites citados para poblaciones de abejas europeas establecidas en climas templados.

Correlaciones fenotipicas entre variables de respuesta de las caracteristicas de inhibicion
de la reproduccion de varroa con las variables de respuesta del comportamiento de
acicalamiento y con las del comportamiento higiénico. De acuerdo con los resultados del
presente trabajo, las colonias con mayor tasa de reproduccién verdadera, fueron las que mostraron
mayor remocién de crias sacrificadas por la técnica de puncién. Una explicacion plausible podria
consistir en que, al aumentar el numero de descendientes del acaro que llegan a la etapa adulta,
se incrementa la posibilidad de ocurrencia de lesiones sobre las pupas por los habitos de
alimentacién de los acaros, los cuales perforan la cuticula de las pupas en desarrollo, de tal forma
que se produzca liberacion de hemolinfa o cualquier otra sustancia, que quizas sea detectada por
las abejas y estimule una rapida limpieza de las celdas (Spivak y Downey 1998, Gramacho et al.
1999, Masterman et al. 2000). Esta suposicion tendria que ser confirmada con otros experimentos,
ya que la tasa de reproduccién verdadera, no presentd correlacion con los porcentajes de crias
removidas por las técnicas de congelacion lenta y rapida, pruebas en las que se hubiera esperado
la misma respuesta.

En el presente trabajo, también se verificé que cuando se incrementa la proporcidon de acaros
lesionados o el tiempo de reaccién de las abejas a varroa, disminuye la tasa de reproduccion
verdadera. Esta relacion puede indicar que posiblemente los acaros foréticos sufren algun tipo de
alteracion que afecta su fecundidad, de tal forma que los descendientes no alcanzan el estado
adulto. Esta hipotesis no puede ser confirmada, toda vez que se carece de informacién sobre
experimentos que analicen en forma especifica, el efecto de los acaros lesionados por
acicalamiento sobre la fecundidad de V. destructor.

Referente al porcentaje de varroas fundadoras infértiles, no se observd correlacion con el
porcentaje de comportamiento higiénico expresado con las pruebas de puncién, congelacion lenta
y congelacion rapida, ni con las variables del comportamiento de acicalamiento (tiempo de reaccion
a varroa y porcentaje de acaros lesionados). En vista de estos resultados, se confirma que aun son

inciertos los factores que regulan la reproduccion de V. destructor (Fuchs 1994, De Jong 1997).

7.4 Evaluacion del desarrollo poblacional de V. destructor en colonias de A.

mellifera agrupadas en diferentes familias

Los resultados del presente trabajo mostraron que los niveles de infestacion de V. destructor en las

crias y en las abejas adultas, se incrementaron a lo largo del estudio. La ultima medicion de las dos



variables registré un valor 2.88 veces mayor que la primera observacion, esto no ocurrié con la
caida natural diaria de acaros, que se mantuvo a niveles constantes (Figura 10). Probablemente
esto se debid a que la reproduccion de los acaros superd la mortalidad. El incremento en la
reproduccion pudo deberse a que un mes después de suspender el tratamiento acaricida, las
colonias se infestaron artificialmente con una gran cantidad de acaros que no tuvieron competencia
con otros, y a que las colonias al inicio de los experimentos presentaron condiciones propicias,
tales como suficientes crias y abejas adultas para que las poblaciones del parasito crecieran.

Comparando el nivel de infestacion en abejas adultas obtenido en este trabajo (8%) con el
citado por Arechavaleta y Guzman-Novoa (2001), quienes realizaron sus experimentos en
condiciones climaticas y metodolégicas parecidas a las del presente estudio, se observa que fue
similar al que ellos estimaron para su linea de abejas con baja infestacion (10.5%). Referente a la
infestacion en las crias, registrada en este trabajo (13.2%), se observa que fue menor al que estos
mismos autores estimaron para su linea con baja infestacién (39.8%). Por otro lado, tanto los
niveles de infestacion en abejas adultas como el de las crias en este estudio, coinciden con el 6.7%
y 10.7% respectivamente, citados por Mondragén et al. (2005) con abejas africanizadas e hibridas
(europeas x africanizadas) evaluadas en Veracruz. Con base en los valores maximos y minimos,
se verificaron diferencias fenotipicas entre colonias para las tres caracteristicas del desarrollo
poblacional de varroa, lo cual coincide con lo observado en diversos estudios (Boecking y Ritter
1994, De Jong 1997, Arechavaleta y Guzman-Novoa 2001, Mondragén et al. 2005). Aunado a lo
anterior, se verificd que una alta proporcidon de esta variacion, cercana al 50%, fue causada por
efectos genéticos (Cuadro 8).

Cuando se calcularon los promedios de cada colonia, se observé que la infestacién en abejas
adultas, la infestacidon en crias y la caida natural diaria de acaros, presentaron correlaciones
positivas altas, lo que significa que estas variables midieron de la misma forma el nivel de
infestacion de las colonias durante la fase experimental. Martin (1998) refiere que para utilizar
estas variables con el fin de predecir la poblacion de acaros en una colonia, deben tomarse en
cuenta ciertas caracteristicas: para la caida natural diaria de acaros debe considerarse que la
razon [numero de acaros vivos/numero de acaros muertos] cambia dramaticamente dependiendo
de la cantidad de crias presentes. Por ello, este investigador sugiere que el nimero de acaros
caidos por dia se multiplique por un factor de 250 o 500, cuando no haya crias en las colonias o se
multiplique por un factor de 20 a 40 cuando si las hay. Es posible que este razonamiento no opere
estrictamente como se sugiere, toda vez que en las condiciones generales de México, dificilmente
ocurren casos de ausencia total de crias.

En cuanto al muestreo de abejas adultas y crias para estimar los niveles de infestacion de las
colonias, Martin (1998) sugiere considerar las variaciones estacionales relativas a la cantidad de

crias o abejas adultas en las colonias, ya que dependiendo de estas caracteristicas, habra también



variaciéon en el numero de acaros que se encuentren en fase forética o reproductiva. Este mismo
investigador pone como ejemplo un caso donde la infestacion de una muestra de abejas resulte
baja, cuando realmente la poblacion de acaros se esta incrementando, ésto, por efecto de un
mayor crecimiento poblacional del huésped en relacion con el del acaro; es decir, la ocurrencia de
un efecto de dilucion del parasito con relaciéon al huésped. Esto significa que la relaciéon entre los
niveles de infestacién en crias 0 abejas adultas y el nUmero de acaros en la colonia, es muy
compleja, y a menos que se obtengan estimaciones precisas del nimero total de abejas adultas o
crias, pueden surgir graves errores en las estimaciones poblacionales de varroa. Particularmente
en el presente trabajo, no pudieron estimarse las poblaciones totales de acaros en las colonias, ya
que no se midieron las cantidades de crias y/o abejas adultas de las colonias, procedimientos que
de alguna forma implicaban mayor estrés hacia las colonias experimentales y que hubieran

ocasionado un sesgo en los resultados de las otras variables analizadas.

7.5 Heredabilidades de caracteristicas relacionadas con la resistencia de las abejas

a V. destructor

Se encontraron diferencias significativas entre familias (grupos genéticos), para las caracteristicas:
congelaciéon rapida, puncion, varroas fundadoras infértiles, caida natural diaria de acaros,
infestacion en abejas adultas y en crias, asi como diferencias entre colonias anidadas dentro de
grupos, para las caracteristicas: congelacion lenta, congelacion rapida, puncion, acaros lesionados,
caida natural diaria de acaros, infestacion en abejas adultas y en crias. Se identificé que dos
grupos (A y C) fueron los que presentaron con mayor frecuencia factores de resistencia (Anexo 2).
El grupo A fue resistente desde el punto de vista de que sus niveles de infestacion en abejas
adultas e infestacién en crias fueron bajos, asi como por su alto comportamiento higiénico con la
prueba congelacion lenta (Anexo 2). El grupo C expresé mayor frecuencia de respuestas higiénicas
con las pruebas de congelacion lenta, congelacion rapida y puncion (Anexo 2). El grupo E merece
especial atencion, porque aunque expresé mayor resistencia en la evaluacion de las caracteristicas
varroas fundadoras infértiles y caida natural diaria de acaros, mostré altos niveles de infestacion en
abejas adultas y en crias, e inclusive, no demostrd ser higiénico con las pruebas de congelacion
rapida y puncién, ni se acical6 rapidamente ante el estimulo de varroa (Anexo 3).

En cuanto a la evaluacion independiente por colonia, el Anexo 2 muestra que tres colonias
presentaron mayor frecuencia de factores de resistencia (A4, E36, J56). La colonia A4 expreso alto
comportamiento higiénico con las pruebas de congelacion lenta y rapida, tuvo porcentajes altos de
varroas fundadoras infértiles y tuvo una alta caida de acaros. La colonia E36 presenté alto

comportamiento higiénico con las pruebas de congelacién lenta y punciéon, menor tiempo de



reaccion de sus abejas a varroa y alto porcentaje de varroas fundadoras infértiles, pero los niveles
de infestacion en crias y en abejas adultas fueron altos (Anexo 3). La colonia J56 tuvo altos
porcentajes de acaros lesionados, baja tasa de reproduccion verdadera y bajos porcentajes de
infestacion en crias y en abejas adultas, pero obtuvo baja respuesta higiénica con la prueba de
congelacién lenta, menor porcentaje de varroas fundadoras infértiles y menor caida natural diaria
de acaros (Anexo 3). Estas inconsistencias, que se interpretan como un traslape de resultados,
pudieron deberse a la desproporcién en el nimero de colonias que conformaron los grupos. En
especial la familia E estuvo constituida por un alto numero de colonias (n= 17) en comparacion con
el resto de los grupos (Anexo 1). Por otro lado, cuatro grupos (B, D, F, I) evidentemente
presentaron menor frecuencia de factores de resistencia, dentro de los cuales destacan las
colonias F41 y D22 (Anexo 3). Estos resultados demuestran que la resistencia de las abejas a
varroa parece obedecer a causas de indole multifactorial. Posiblemente algunos factores influyen
mas y otros menos, siendo las colonias mas resistentes aquéllas que tienen un balance positivo
muy alto de caracteristicas de resistencia.

Las tres pruebas con las que se evalu6 el comportamiento higiénico (congelacién lenta, puncion
y congelacion rapida), dieron por resultado heredabilidades de 0.28, 0.34 y 0.94, respectivamente.
A pesar de que estas tres técnicas midieron el mismo comportamiento, es posible que factores
ambientales influyeran para que los coeficientes de heredabilidad fueran diferentes. Milne (1985)
encontro heredabilidades diferentes en dos componentes del comportamiento higiénico; capacidad
de desopercular celdas (h2= 0.14 £ 0.017) y capacidad de remover crias sacrificadas con la técnica
de congelacién lenta (h2= 0.02 £ 0.001). Por otro lado, las heredabilidades encontradas en el
presente estudio coinciden con los valores estimados por otros investigadores. Harbo y Harris
(1999) calcularon una h’= 0.65 + 0.61 para porcentaje de crias removidas con la técnica de
congelacién lenta por medio de la estimacion de componentes de varianza. Boecking et al. (2000),
mediante un analisis de regresién madre-hija, calcularon heredabilidades de 0.18 + 0.27 y 0.36 *
0.30, para la remocion de crias infestadas con V. destructor y para la remocién de crias
sacrificadas con la técnica de puncion, respectivamente. Lodesani et al. (2002), al evaluar el
comportamiento higiénico con la prueba de puncién, estimaron una h? ealizada = 1.29 + 1.15 y una h?=
0.37 con un analisis de regresion (progenie sobre media de los progenitores).

En general, los resultados del comportamiento higiénico indican que fue heredable y por
consiguiente esta caracteristica podria emplearse para desarrollar un programa de seleccién vy
mejoramiento genético. Es posible que este argumento sea cuestionado, dada la magnitud de los
errores estandar estimados para las pruebas de congelacion lenta y puncion, asi como para otras
caracteristicas que se discuten adelante. Los altos errores estandar observados pudieron ser
ocasionados por el bajo nimero de grupos conformados, asi como por el reducido nimero de

colonias (repeticiones) que integraron cada grupo (Anexo 1).



Después de evaluar el comportamiento de acicalamiento, se encontré que no fue heredable, ya
que el criterio indirecto de medicidon basado en la proporcion de acaros que tuvieron dafios en
patas e idiosoma tuvo una h?= 0, mientras que el método directo medido en funcion del tiempo de
reaccion de abejas adultas a V. destructor tuvo una h?= 0.03 + 0.16. En consecuencia, para efectos
del presente estudio, es posible que estas caracteristicas no constituyan una buena herramienta
para desarrollar programas de seleccion. A esta conclusion llegaron Harbo y Harris (1999), quienes
con un disefio experimental parecido al de este estudio, obtuvieron valores de h? de 0 y 017 £
0.52, que dependieron del tipo de dafios (mutilaciones de patas o denticiones de idiosoma)
presentados por los acaros. Lodesani et al. (2002) igualmente cuestionaron la utilidad de la variable
que estima el porcentaje de acaros que presentan diferentes tipos de dafios, incluyendo algunos
estrictamente no asociados con el comportamiento de acicalamiento (hundimientos del idiosoma y
caparazones), ya que calcularon una h?= 0.05 con base en la regresion de la progenie sobre la
media de los progenitores. En contraste Moretto et al. (1993), en su evaluacién de colonias
africanizadas, estimaron una h’= 0.71 + 0.41 para la capacidad de las obreras de eliminar al acaro
de sus cuerpos. Este coeficiente supera por mucho las estimaciones de los anteriores
investigadores asi como las obtenidas en el presente trabajo.

De acuerdo con los resultados de la evaluacién de las caracteristicas asociadas con la
inhibicién de la reproduccidn de varroa, no se encontré que la proporcion de descendientes
hembras potencialmente fecundas por madre fundadora (tasa de reproduccién verdadera) fuera
heredable (h2= 0.01), mientras que el porcentaje de varroas fundadoras infértiles lo fue
marginalmente (h2= 0.11), lo que indica que estas dos caracteristicas deben tomarse con reserva
para ser utilizadas como herramientas tendientes a desarrollar un programa de seleccién. En este
sentido, DeGrandi-Hoffman et al. (2002) expusieron que ni la fecundidad ni la fertilidad de V.
destructor pueden ser modificadas por seleccion.

La heredabilidad de la infertilidad de varroa estimada en el presente estudio, coincide con la
obtenida por Lodesani et al. (2002) con abejas A. m. ligustica (h2= 0.2). No obstante, las
heredabilidades de las dos variables reproductivas estudiadas, contrastan con las de Harbo y
Harris (1999), quienes encontraron que la caracteristica de supresion de la reproduccién del acaro
tuvo heredabilidades de 0.38 + 0.58, 0.06 + 0.48 y 0.46+ 0.59, mismas que dependieron de
mediciones realizadas en tres diferentes fechas. La discrepancia en los resultados pudo ser
causada porque mientras en el presente estudio se tomaron caracteristicas reproductivas del acaro
por separado, sin considerar la mortalidad de las progenitoras o de sus descendientes inmaduros,
estos autores combinaron los datos de caracteristicas tales como: la frecuencia de ocurrencia de
varroas fundadoras muertas sin descendencia, varroas fundadoras vivas que no tuvieron

descendientes y la de varroas fundadoras que no tuvieron descendientes hembras maduras.



Las caracteristicas (numero de acaros caidos por dia, infestacion en abejas adultas e
infestacion en crias) con las que se midid el crecimiento poblacional de varroa, mostraron
heredabilidades altas y significativas (h?= 0.63, h’= 0.51, h?= 0.97, respectivamente). Harbo y
Harris (1999) en Estados Unidos, también estimaron una heredabilidad alta (h2= 1.24 + 0.49) para
la proporcion de acaros en las crias de las abejas. La baja heredabilidad (h2= 0.01 £ 0.46) que ellos
obtuvieron para el nimero de acaros en 1000 abejas adultas, contrasta con el resultado del
presente trabajo. En México, Arechavaleta (1998) estimé6 una h?= 0.36 en el sentido amplio para la
caracteristica resistencia natural de colonias de A. mellifera L., tomando como variable el nivel de
infestacion en abejas adultas. Utrera y Cervantes (1999) estimaron heredabilidades de 0.91 y 0.51
para el nivel de infestacion en abejas adultas procedentes de colonias hibridas (africanizadas x
europeas), basados en analisis de regresidon progenie sobre progenitora. Estos valores coinciden
con los obtenidos en el presente trabajo.

Las altas heredabilidades obtenidas para estas tres caracteristicas, las cuales reflejan
directamente el grado de resistencia de las abejas al acaro, permitirian esperar un rapido progreso
genético en un programa de seleccién. En este sentido, resulta discutible y poco légico que Harbo
y Harris (1999) no recomienden seleccionar con base en ellas, ya que estos autores sostienen que
el crecimiento poblacional de varroa es afectado por multiples factores que requieren previamente
identificarse para desarrollar un programa de mejoramiento genético eficiente. Evidentemente,
como se observo tras el presente estudio, esta propuesta implicaria destinar mayor esfuerzo,
tiempo y recursos econdmicos tendientes a descifrar los factores responsables de la resistencia a
varroa, cuando es un hecho que la resistencia se expresa naturalmente cuando al evaluar
determinadas poblaciones de abejas, se detectan colonias con bajos niveles de infestacion. En
virtud de ello, seria recomendable iniciar un programa de mejoramiento genético tomando como
base caracteristicas que describan el desarrollo poblacional del acaro, realizar una seleccién
bidireccional a partir de éstas, evaluar mecanismos involucrados en la resistencia de las abejas al
acaro en los grupos extremos conformados y posteriormente calcular heredabilidades vy

correlaciones genéticas de los mecanismos estudiados.

7.6 Correlaciones fenotipicas entre variables que confieren resistencia a las abejas

contra V. destructor con variables del desarrollo poblacional del acaro

Con base en los promedios de las colonias experimentales se verificd que el comportamiento de
acicalamiento medido en funcién del porcentaje de &caros lesionados, influyd negativamente sobre
los niveles de infestacion de las crias. Asimismo, cuando se analizaron los promedios de las 16

colonias que mostraron los niveles extremos de infestacion en abejas adultas, se detectd que las



colonias con mayor porcentaje de acaros lesionados fueron las que tuvieron menor nivel de
infestacion en abejas adultas. Este resultado coincide con el de Arechavaleta y Guzman-Novoa
(2001) y pudo deberse a que durante el periodo forético, algunos acaros fueron lesionados por las
obreras, disminuyendo asi el nivel de infestacion tanto en las crias como en las abejas adultas
(Buchler et al. 1992, Fries et al. 1996). Es posible también que las abejas detectaran a los acaros
en el interior de las celdas y los lesionaran al intentar retirarlos. Estos argumentos pueden en cierto
modo justificarse a través de las correlaciones positivas estimadas entre el numero de acaros
recuperados en los pisos de las colmenas (caida natural diaria de acaros) con el porcentaje de
infestacion en crias y con el porcentaje de infestacion en abejas adultas, lo que indica que
conforme los niveles de infestacion se incrementaron también crecié la caida de acaros. Cabe
mencionar que en este trabajo no se pudo establecer qué proporcion del total de acaros
recolectados se debio al acicalamiento y qué proporcion al comportamiento higiénico de las abejas.
Tampoco se evalud la capacidad higiénica de las colonias en funcién del niumero de celdas
infestadas natural o artificialmente ni se hallé correlacion entre las variables del comportamiento de
acicalamiento con las variables del comportamiento higiénico, por lo que los argumentos
planteados no pueden sustentarse por completo.

El tiempo de reaccion de las abejas al acaro no tuvo relacidon con las variables que miden el
desarrollo poblacional de varroa, por lo que el comportamiento de acicalamiento, al menos medido
de esta forma, no explica la resistencia al acaro que se ha divulgado en otros trabajos, en especial
aquéllos donde se advierte que las abejas africanizadas son mas tolerantes que las europeas
debido a su eficiencia en eliminar al acaro del cuerpo (Moretto et al. 1993, Guzman-Novoa et al.
1999, Arechavaleta y Guzman-Novoa 2001, Mondragén et al. 2005). Ademas, en este estudio no
se encontré que el porcentaje de acaros lesionados y el tiempo de reaccion a varroa fueran
heredables; por lo tanto, aunque el comportamiento de acicalamiento restringiera el crecimiento
poblacional del parasito, tendria que valorarse la utilidad de esta caracteristica para seleccionar
abejas resistentes al acaro (Harbo y Harris 1999, Lodesani et al. 2002).

Los resultados obtenidos de la evaluacion del comportamiento higiénico merecen especial
atencion, ya que se como mecanismo de resistencia, se encontré que fue heredable, sobre todo
tomando en cuenta la alta h? obtenida con la prueba congelacion rapida. No obstante, ninguno de
los datos aportados por las tres pruebas con las que fue medido se correlacion6é con las variables
asociadas al crecimiento poblacional del acaro. Probablemente esto fue ocasionado por el bajo
numero de colonias que expresaron un alto comportamiento higiénico con las pruebas que
demostraron ser mas confiables (congelacion lenta y congelacion rapida). Asimismo, como se
menciono en parrafos anteriores, aunque se ha reconocido que al menos el método de congelacion
lenta es un procedimiento util para seleccionar colonias por su habilidad para remover pupas
infestadas con V. destructor (Boecking y Drescher 1992, Spivak y Reuter 1998b, 2001), en el



presente estudio no se disefiaron experimentos que midieran el efecto de la remocién de crias
infestadas natural o artificialmente. En este sentido Spivak (1996), ya habia sefialado que las
abejas que detectan y remueven crias sacrificada por congelacion, no siempre tienen la habilidad
de detectar o remover pupas infestadas. Spivak y Reuter (2001) demostraron que colonias
higiénicas encabezadas por reinas apareadas libremente, se defienden activamente contra varroa
cuando los niveles de infestacion son relativamente bajos (< 15%). Ilgualmente, Mondragoén et al.
(2005) sostienen que sdlo las colonias altamente higiénicas pueden demostrar la trascendencia del
comportamiento higiénico como mecanismo de resistencia al acaro.

En el presente trabajo se observé que conforme se incrementd la infestacion en las crias, la
infestacion en las abejas adultas y la caida natural diaria de acaros, se incremento el porcentaje
varroas fundadoras infértiles. Es posible que este resultado sea circunstancial o reflejo de un
mecanismo compensatorio relacionado con la saturacion acaros dentro de las colonias, de tal
forma que disminuyan en cierto grado su fertilidad para no matar al huésped, ya que de lo
contrario, no asegurarian la continuidad reproductiva y por consiguiente la supervivencia de la
especie. También pudo ocurrir que los acaros se mantuvieron largo tiempo sobre las abejas
adultas y durante ese tiempo sufrieron algun tipo de dafio, que aunque no les causoé la muerte, al
menos los afectd fisiologicamente provocandoles infertilidad. Bulichler (1994) refiere que el
porcentaje de acaros infértiles puede incrementarse a causa de un periodo forético prolongado,
lapso durante el cual los acaros pueden presentar condiciones de inanicion. Por otro lado, Harbo y
Hoopingarner (1997) notaron que la infestacion total de sus colonias disminuyé a partir de niveles
de infertilidad mayores a 30%.

Hoy dia existe controversia acerca de si el éxito reproductivo de varroa depende de
mecanismos de las abejas o de los acaros (DeGrandi-Hoffman et al. 2002). Se ha argumentado
que no existe influencia de la raza de abeja sobre la fertilidad de varroa, ya que derivado de
diferentes estudios realizados con abejas africanizadas y europeas, se observd que esta
caracteristica no destacé como mecanismo responsable del bajo crecimiento poblacional del acaro
(Harbo y Hoopingarner 1997, DeGrandi-Hoffman et al. 2002, Lodesani et al. 2002, Vandame et al.
2002), por lo que se he inferido que la reproduccién de varroa puede estar mas asociada con el
genotipo del acaro que con la raza de abeja (De Guzman et al. 1997, Anderson y Trueman 2000).

En general, los resultados de las variables evaluadas en el presente estudio coinciden con los
de Lodesani et al. (2002), quienes al evaluar la resistencia de colonias de A. m. ligustica a varroa,
no encontraron que el comportamiento higiénico, el comportamiento de acicalamiento ni la
infertilidad del acaro restringieran el desarrollo poblacional del parasito. Por ello se ha afirmado que
la seleccion de abejas resistentes a varroa, con base en caracteristicas individuales, no es
suficiente. Las colonias probablemente requieren la integraciéon de multiples mecanismos que les

confieran resistencia, de tal forma que sobrevivan sin tratamiento (Flores et al. 1995, Harbo vy



Hoopingarner 1997, Mondragon et al. 2005). Ademas, es posible que factores de naturaleza
desconocida afecten la resistencia de las abejas a varroa; factores que quedan fuera de la
cobertura de este estudio ya que no se analizaron, por lo cual seria inapropiado especular sobre
ellos. Hacen falta mas estudios para esclarecer qué otras caracteristicas pueden influir en la

resistencia de las abejas a varroa y cémo interactian entre ellas.
7.7 Conclusiones
De acuerdo a las condiciones en las que se realizé este trabajo se puede concluir lo siguiente:

1. Se encontraron h®> 0.5 para las tres caracteristicas del desarrollo poblacional de varroa asi
como para el comportamiento higiénico de las abejas expresado mediante la prueba de
congelacién rapida. Este mismo comportamiento evaluado con las pruebas de congelacién lenta y
puncién tuvieron h?= 0.28 y 0.34, respectivamente. El comportamiento de acicalamiento y la tasa
de reproduccién verdadera tuvieron h?=0 y el porcentaje de varroas fundadoras infértiles de 0.11.
Estos resultados indican que es factible seleccionar colonias con base en caracteristicas del

crecimiento poblacional de varroa ya que funcionan como indicadores directos de resistencia.

2. Las tres técnicas con las que se evalué el comportamiento higiénico midieron de manera
relacionada la capacidad higiénica de colonias. Las técnicas de congelacion lenta y congelacion
rapida tuvieron mayor capacidad discriminatoria que la técnica de puncion ya que permitieron
identificar colonias de alto y bajo comportamiento higiénico. Referente a la evaluacion del
comportamiento de acicalamiento se encontré que el método directo fue confiable para detectar
diferencias en el tiempo de reaccién entre abejas pertenecientes a dos genotipos y entre abejas
sometidas a tres diferentes tratamientos. No obstante, dado que no se hallé correlacion entre el
tiempo de reaccién de las abejas a varroa con el porcentaje de acaros lesionados, se sugiere

seguir utilizando métodos directos e indirectos para evaluar el comportamiento de acicalamiento.

3. Aparentemente, el comportamiento de acicalamiento evaluado en funcion del porcentaje de
acaros lesionados, restringié la infestacion de la cria, la infestacion de las abejas adultas.
Asimismo, las colonias cuyas abejas reaccionaron mas rapido al estimulo del acaro sobre sus

cuerpos fueron las que expresaron mayor remocién de crias sacrificadas con la técnica de puncién.

4. Durante el periodo experimental se observo que la tasa de reproduccion verdadera de varroa se
mantuvo niveles practicamente constantes, mientras que el porcentaje de varroas fundadoras

infértiles fue creciendo, lo cual indica que la reproduccion el acaro se desarrollé en forma normal.



5. La ausencia de correlaciones fenotipicas entre algunos de los mecanismos de resistencia
estudiados con variables del crecimiento poblacional del acaro, hacen suponer que la resistencia
de las abejas al parasito parece estar regulada por multiples factores. Se requieren estudios mas
especializados para identificar los mecanismos precisos que regulan el crecimiento poblacional de

los acaros.

6. Finalmente, mientras no exista un programa de mejoramiento genético que desarrolle abejas
resistentes al acaro, se sugiere continuar aplicando diferentes tratamientos, alternando acaricidas

naturales y quimicos, para evitar efectos residuales y controlar los estragos de la parasitosis.



CAPITULO Il

EFICACIA DE DOS ACARICIDAS NATURALES, ACIDO FORMICO Y TIMOL, PARA EL
CONTROL DEL ACARO Varroa destructor DE LAS ABEJAS (Apis mellifera L.) EN
VILLA GUERRERO, ESTADO DE MEXICO, MEXICO

RESUMEN

Se evalud la eficacia de dos acaricidas naturales, el acido férmico y el timol, para el control del
acaro Varroa destructor en colonias de abejas meliferas (Apis mellifera L.). Se establecieron 36
colonias infestadas con el &caro y se dividieron en cuatro grupos con nueve repeticiones cada uno.
El primer grupo fue tratado con acido férmico al 65%, el segundo recibi6 12.5 g de timol por
aplicacion, el tercero fue tratado con 25 g de timol por aplicacion, el cuarto no recibié tratamiento
contra la parasitosis. Al final de los experimentos, las colonias fueron tratadas con cuatro tiras de
un acaricida sintético (flumetrina) para matar a los acaros remanentes y determinar la eficacia
relativa de los acaricidas naturales. La mayor eficacia se obtuvo con dos aplicaciones de 12.5 g de
timol (92.1%), mientras que con el acido férmico, la eficacia fue de 66.4%. Ambos acaricidas
mataron un namero significativo de parésitos (P < 0.0001), pero su eficacia disminuy6 después de
la primera aplicacién. El costo total por colmena fue de 70.81, 37.76 y 70.21, pesos (6.48, 3.45 y
6.42 dolares), respectivamente, para tratamiento con &cido férmico, timol concentracién sencilla, y
timol concentracién doble, de manera respectiva. Estos resultados sugieren el uso de dos

tratamientos con productos que contengan 12.5 g de timol como ingrediente activo principal.

Palabras clave: Apis mellifera L., abejas, Varroa destructor, timol, acido formico, Estado de

México.



ABSTRACT

This study was conducted to determine the efficacy of two natural miticides, formic acid, and thymol
for controlling infestations of the mite Varroa destructor in honey bee colonies (Apis mellifera L.). An
apiary with 36 infested colonies was established and four groups of 9 colonies each were formed.
Treatments were assigned randomly to those groups as follows: 65% formic acid (group 1), 12.5 g
of thymol per application (group 2), 25 g of thymol per application (group 3), and control colonies
without treatment (group 4). At the end of the experiments, colonies were treated with four strips of
a synthetic miticide (flumethrin), to kill remaining mites and to asses the relative efficacy of the
treatments tested. The highest efficacy was obtained with two applications of 12.5 g of thymol
(92.1%), whereas with the formic acid the efficacy was 66.4%. Both miticides killed a significant
number of mites (P < 0.0001), but their efficacy decreased after the first application. The total cost
of treating each colony was 70.81, 37.76 and 70.21 pesos ( 6.48, 3.45 and 6.42 dollars), for formic
acid, thymol single concentration, and thymol double concentration, respectively. These results

suggest the use of two treatments of a single concentration of a thymol-based product.

Key words: Apis mellifera L., honey bee, Varroa destructor, thymol, formic acid, Mexico.



MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se realizé con el proposito de ofrecer a los apicultores una alternativa natural a corto
plazo para el control de la varroosis. Aun cuando estos dos acaricidas naturales ya se han
evaluado en México (Vivas et al. 1996, Pérez-Santiago et al. 1997, Reyes et al. 1998, De Felipe et
al. 1999, Vicario y Medina 1999, May-Itz4 et al. 2003), ningun estudio ha comparado su eficacia en
la regién suroeste del Estado de México, ni tampoco se ha hecho un analisis de costos asociados
con su uso. Por lo anterior el presente trabajo evalué la eficacia y el costo del acido formico al 65%
y del timol en concentraciones de 12.5gy 25 g.

Més de 100 colonias fueron inicialmente evaluadas en cuanto a la fortaleza de su poblacién
(Nasr et al. 1990), y se tomaron muestras de cada una de ellas para determinar los niveles de
infestacion de V. destructor (De Jong et al. 1982). En marzo de 2004, se seleccionaron 36 colonias
con niveles similares de infestacién en abejas adultas (11.5%) y con similar fortaleza de poblacién
(8.0 panales cubiertos con abejas adultas), ubicadas en un apiario localizado a 12 km del Centro
de Mejoramiento Genético, Generacién y Transferencia de Tecnologia Apicola. Las colonias
poseian una reina procedente de un programa de seleccion que ha seguido el INIFAP en la region.
Al quedar establecidas, todas las colonias tuvieron un manejo uniforme y similar durante el
desarrollo del estudio. Cada colonia fue alimentada con 2 L de jarabe de azucar al 50% (sacarosa
y agua en partes iguales por peso). Las 36 colonias se dividieron y asignaron aleatoriamente entre
cuatro grupos (con 9 repeticiones cada uno) establecidos de acuerdo con su tratamiento. Los
tratamientos se basaron en la evaluacién de productos comerciales de acaricidas naturales cuyas
presentaciones se describen a continuacion:

a) Timol.- concentraciones de 12.5 g y 25 g, dosis a las que se ha probado este producto en
Europa (Floris et al. 2004), ambas integradas en un sustrato de gel de 25y 50 g
respectivamente, para mantener una liberacion lenta y asegurar una correcta dosificacion.

b) Acido férmico.- concentracion de 65%, usandose 80 ml del producto, contenidos en un
empague compuesto por dos bolsas de polietileno con mecha de liberacion.

El grupo 1 se formé con colonias que fueron tratadas con dos aplicaciones de 12.5 g de timol
cada una. Para ello, 25 g del producto comercial en gel con el ingrediente activo integrado, fue
esparcido sobre una lamina de plastico (10 X 20 cm) que se colocd sobre los cabezales de los
bastidores de la camara de cria de cada colonia tratada. Una semana después de la primera
aplicacion se colocé otra lamina con la misma cantidad del producto. Ambas laminas se retiraron
cinco semanas después de la primera aplicacion.

Las colonias del grupo 2 fueron tratadas con dos dosis de 25 g de timol. La forma de aplicar el

producto fue la misma que se describio para las colonias del grupo 1, excepto que las aplicaciones



se espaciaron por dos semanas y que se usaron laminas con 50 g de producto. Finalmente, las
laminas fueron retiradas cinco semanas después de haberse proporcionado la primera dosis.

Las colonias del grupo 3 recibieron cuatro tratamientos de acido férmico al 65% a intervalos de
cuatro dias cada uno, como lo recomienda el fabricante. Para tal efecto, a cada colmena se le
introdujo una bolsa con el producto entre los bastidores inferiores de la colmena, previa perforacion
cuidadosa del contenedor interno para evitar derrames del &cido que pudieran provocar
guemaduras al operador, la cria o las abejas adultas.

Las colonias del grupo 4 no recibieron tratamiento (colonias testigo) y se observaron en cuanto
a la mortalidad de varroa.

Durante el periodo de evaluacién la temperatura media ambiental varié entre 18 y 29° C y la
humedad relativa tuvo limites de entre 46 y 55%. Dos colonias no se tomaron en cuenta para el
analisis, debido a que una colonia tratada con doble concentracion de timol se evadi6 (abandond la
colmena) y otra, tratada con concentracion sencilla del mismo producto enjambr6 (la reina y la
mitad de las obreras abandonaron la colmena). Por eso en los resultados se presentan datos de 34
colmenas.

La mortalidad y poblacién de varroa se estimaron por medio del conteo de &caros recolectados
de laminas galvanizadas (28 x 43.5 cm) impregnadas con petrolato (para que los acaros se
pegaran en las laminas al caer de las abejas) instaladas dentro de charolas de madera de 33 cm X
445 cm, que se colocaron entre el piso y la cdmara de cria de cada colmena. Estas charolas
tenian una malla criba (3 mm) sobre la lamina recolectora, para evitar que las abejas removieran
los &caros caidos. Los acaros fueron recolectados de las laminas semanalmente, colocando una
lamina limpia en cada charola al mismo tiempo que se retiraba una lamina anterior.

Al final de las cinco semanas de iniciadas las pruebas y con el fin de evaluar la eficacia de los
productos y tratamientos ensayados, todas las colonias experimentales fueron tratadas con cuatro
tiras plasticas impregnadas de flumetrina, acaricida sintético cuya eficacia es superior a 99%
(Milani y Barbattani 1989, Ferrer et al. 1991,1995). Las tiras de flumetrina se dejaron durante seis
semanas en las colonias para asegurar que la totalidad de los acaros remanentes murieran. La
eficacia porcentual de los tratamientos experimentales fue determinada dividiendo el nimero total
de acaros recolectados durante el periodo de las evaluaciones, entre el nimero total de acaros de
las colonias y multiplicando el resultado por 100. El nimero total de acaros de las colonias se
obtuvo de sumar el nUmero de acaros caidos en los tratamientos, con el nimero de acaros caidos

durante las seis semanas de tratamiento con flumetrina (Higes y Llorente 1997).

Andlisis estadisticos y de costos. Los porcentajes de eficacia obtenidos de todos los
tratamientos y aplicaciones se analizaron por medio de analisis de varianza con dos factores,

tratamiento y aplicacién. Los datos fueron transformados mediante la funcién arcoseno de la raiz



cuadrada de la proporcién, antes de ser sometidos al analisis de varianza y a pruebas de
comparaciéon mdultiple de Tukey (Snedecor y Cochran 1991, Zar 1996, SAS 2002). Asimismo, se
efectué un andlisis de costos de la aplicacion de los acaricidas experimentales, mediante la
estimacién del valor de los productos (precio comercial de los mismos), de la mano de obra
empleada y de los gastos de transportacion. Los gastos de transportacion fueron calculados
tomando en cuenta el valor de la gasolina, el rendimiento (en km por L de combustible) de un
vehiculo de ocho cilindros, el costo de su mantenimiento por km recorrido y la distancia al apiario
experimental (12 km). El costo de la mano de obra se calculd con base en el tiempo de
movilizacién y aplicacion de productos, asi como en el nUmero de aplicaciones requeridas para
cada uno de los tratamientos. El valor de la mano de obra se estimé transformando el concepto de
cuatro salarios minimos para el area geogréfica “C” en 2004 (SEGOB 2003) a minutos y

multiplicando los minutos empleados en la aplicacién de cada producto por este factor.



RESULTADOS

Se hallaron efectos altamente significativos en la mortalidad de varroa, debido tanto a los
tratamientos (F= 17.6; gl= 3, 60; P< 0.01) como al nimero de aplicaciones de éstos (F=41.7; gl= 1,
60; P< 0.01). Ademas, se encontraron efectos de interaccidn entre tratamientos y aplicaciones (F=
9.9; gl= 3, 60; P< 0.01; Cuadro 1). Todos los tratamientos fueron significativamente mas eficaces
en la primera aplicacién, en comparacion con la segunda o posteriores (P< 0.01). El tratamiento
con 25 g de timol fue el que disminuy6é su eficacia en mayor grado después de la primera
aplicacion (Figura 1).

Murieron mas &caros con dos aplicaciones de &cido férmico al 65% (1050.8 + 209.9 E.E.) en
comparacién con las dos aplicaciones de los tratamientos de timol de 12.5 gy 25 g (685 + 120.7
E.E. y 635.6 + 142.1 E.E., respectivamente), pero después de aplicar el acaricida flumetrina se
registré mayor mortalidad de acaros remanentes en las colonias tratadas con &cido férmico (627.7
*+ 236.3 E.E.), que en las tratadas con las dos presentaciones de timol (64.5 + 23.7 E.E. y 60.6 +
25.4 E.E., respectivamente, (Cuadro 2). Los dos tratamientos con timol fueron significativamente
mas eficaces (92.1% y 88.8%, respectivamente) que el tratamiento con acido férmico (66.4%),
aunque no se encontraron diferencias entre los dos tratamientos con timol. La eficacia del acido
férmico fue significativamente diferente a la del tratamiento de las colonias testigo (21.9%), ya que
ocasiond una mayor caida de acaros. Se recuperaron significativamente menos acaros muertos de
las colonias testigo (390.7 + 188.9 E.E.) que de las colonias experimentales en todos los casos
(Cuadro 2, Figura 1).

El costo de los tratamientos con cada acaricida, incluyendo el precio del producto y los gastos
de mano de obra y transportacion, fue menor con timol a dosis de 12.5 g ($ 37.76) que con timol a
dosis de 25 g ($ 70.21), con &cido férmico al 65 % ($ 70.81) o con flumetrina ($ 60.15). Todos los
productos ensayados, incluyendo la flumetrina, requirieron en promedio cuatro minutos para su
aplicacion en cada tratamiento. El acido formico se aplicé en cuatro ocasiones y por ende requirié
de cuatro viajes al apiario, mientras que los tratamientos con timol requirieron de dos viajes y el de

flumetrina de uno (Cuadro 3).



DISCUSION

Los resultados muestran que todos los tratamientos causaron una mortalidad significativa en la
poblacion de acaros V. destructor y que esta mortalidad también estuvo influenciada por efectos
del nimero de aplicacion y de la interaccion entre los tratamientos y las aplicaciones. El timol fue el
tratamiento mas eficaz, y la concentracion de 12.5 g fue la que mejores resultados dio, seguida por
el tratamiento del mismo producto a concentracién de 25 g, aunque no hubo diferencias
significativas en la eficacia entre estas dos opciones, resultado que concuerda con el obtenido por
May-ltza et al. (2003). Investigadores en otros paises han encontrado que el timol en diferentes
presentaciones comerciales varia en su eficacia de 65 a 99.5% (Stanghellini y Raybold 2004,
Imdorf et al. 1999, Mattila y Otis 2000, Ellis et al. 2001). Los mejores resultados se han obtenido en
épocas del afio con muy poca o ninguna cria en las colonias tratadas. En el presente estudio las
colonias contenian mucha cria, y a pesar de ello la eficacia del timol fue alta.

El acido férmico tuvo una eficacia menor que el timol, pero mayor que la caida natural de acaros
en las colonias testigo. La literatura registra limites de eficacia entre 51 y 70% en estudios que
evaluaron Unicamente este producto (Feldlaufer et al. 1997, Calderone y Nasr 1999), pero so6lo un
estudio previo comparé la eficacia del timol y del acido férmico conjuntamente; en él se encontro
que el acido férmico era menos eficaz que el timol (Stanghellini y Raybold 2004). Estos autores
publicaron una eficacia de entre 66 y 79% para el acido formico aplicado en almohadillas
colocadas sobre los cabezales de la camara de cria, y documentaron una eficacia de 69 a 91%
para una formulacién comercial compuesta por timol (76%), eucaliptol (16.4%), mentol (3.8%) y
alcanfor (3.8%). Los resultados del presente trabajo concuerdan con aquéllos encontrados en otras
regiones del mundo y sugieren que la eficacia de los productos probados es similar a la encontrada
en otros paises.

Las aplicaciones iniciales de todos los tratamientos naturales eliminaron mas acaros que las
posteriores. En el caso del timol, este resultado fue diferente al obtenido por May-Itza et al. (2003),
quienes observaron mayor eficacia en una segunda aplicacion. La caida de acaros debida a la
segunda aplicacion de timol (25 g) no fue diferente a la caida natural de parasitos en las colonias
testigo, lo que sugiere que su eficacia disminuy6 drasticamente luego del primer tratamiento. Esto
pudo haberse debido a que con la primera aplicacion murieron mas del 70% de los acaros
existentes en las colonias, quedando muy pocos por eliminar en el segundo tratamiento.
Melathopoulos y Gates (2003) encontraron que la preparacion de timol en gel tiene una alta
evaporacion durante los primeros tres dias posteriores a su aplicacion, y que durante ese periodo
es cuando ocurre la mayor mortalidad de acaros. Estos resultados concuerdan con lo observado

en el presente estudio.



Los resultados del presente trabajo sugieren que los productos a base de timol a una dosis de
12.5 g por colmena por aplicacion ofrecen una alternativa promisoria para el control de varroa. Se
recomiendan al menos dos aplicaciones, aunque hacen falta mas ensayos para determinar si una
tercera aplicacion incrementaria alin mas la eficacia de este acaricida natural. La aplicacion de 25
g de timol no se recomienda, porque aunque se logra una eficacia similar a la obtenida con la dosis
de 12.5 g, el costo del producto se duplica y ademas se pierde eficacia en la segunda aplicacion.

Dados los inconvenientes que los acaricidas quimicos tienen, y dada la buena eficacia del timol,
este acaricida natural podria usarse solo o alternado con acaricidas quimicos (una temporada el
acaricida quimico y otra el timol) para un buen control de los niveles de varroa y reducir asi los
riesgos de desarrollo de resistencia del parasito a los acaricidas, ya que se estaria disminuyendo la
frecuencia de exposicion del acaro a los pesticidas quimicos. Ademas, mediante esta operatividad
se disminuiria el riesgo de contaminacién de la miel con residuos de los acaricidas quimicos.

A pesar de lo promisorio que resulta el uso del timol, debe incrementarse la investigacion
enfocada a la evaluacion de los efectos secundarios que pudieran presentarse en las colonias.
Algunos estudios han registrado ligera mortalidad de abejas adultas y de la cria de colonias
tratadas (Chiesa 1991, Imdorf et al. 1999, Ellis et al. 2001, Melathopoulos y Gates 2003); ademas,
este estudio y uno previo (Calderone y Spivak 1995) sugieren que el timol puede provocar la
evasion y enjambrazon de algunas colonias.

El acido férmico sigue siendo una buena alternativa natural para el control de varroa, pero es
necesario ensayarlo con otros métodos de aplicacién. La mecha liberadora contenida en el
producto evaluado en este estudio, probablemente no permitié una evaporacion lo suficientemente
alta y constante para proveer un buen control. El &cido formico aumenta su eficacia cuando es
proporcionado en contenedores abiertos y cuando las temperaturas externas son altas, debido a
que se incrementa la evaporacion del producto (Underwood y Currie 2003). La baja eficacia de
acido férmico utilizado en este trabajo posiblemente ocurrié porque la concentracion que se uso fue
menor a las recomendadas (70% a 80%) para temperaturas inferiores a 30° C (De Felipe et al.
1999). Se ha documentado que los tratamientos prolongados (45 dias) incrementan la eficacia del
acido formico (Stanghellini y Raybold 2004). Quiza deba intentarse su administracion en otro tipo
de contenedor, ya que el actual no provee suficiente control y ademas representa riesgos de
quemaduras para quien lo aplica, lo cual llega a ocurrir cuando por descuido se sobrepasa la
perforacion y se rompen las bolsas contenedoras. Adicionalmente, deberian ensayarse
tratamientos por periodos mas largos y a diferentes concentraciones para estimar la dosis
adecuada para cada localidad.

En cuanto a ventajas y desventajas de aplicacién y costos, el analisis econémico muestra que el
costo por colmena es menor usando el timol a concentracién de 12.5 g. El timol en las dos

diferentes concentraciones fue tan facil de aplicar como las tiras plasticas de flumetrina; sin



embargo, la flumetrina sélo se aplica una vez a diferencia de los tratamientos con timol que se
aplican dos veces, lo que incrementa los gastos de transporte (combustible) y mano de obra.

El &cido férmico resulta mas costoso que el timol para usarse en los apiarios, ya que diferentes
investigaciones sugieren aplicar este producto de tres a cuatro veces, a intervalos de cuatro a siete
dias (Pérez-Santiago et al. 1997, Reyes et al. 1998, De Felipe et al. 1999, Vicario y Medina 1999),
lo que ocasiona mayores gastos en funcion del niamero de recorridos al apiario. Aunado a esto,
resulta controversial y oneroso para los apicultores el hecho de que los costos del acido férmico al
65% y el timol a concentracion de 25 g fueron mayores que el acaricida quimico empleado
(flumetrina). Este incremento en el costo de los acaricidas naturales quizas se deba a que
paulatinamente se han ido registrando marcas comerciales de estos productos; no obstante,
siguen siendo una buena opcién ya que conservan dentro de sus bondades el dejar bajos residuos
en la miel y el que no representan riesgos de toxicidad para el ser humano.

Se concluye que el timol a una concentracién de 12.5 g fue el producto mas eficaz para el
control de V. destructor a un menor costo de aplicacion, por lo que se sugiere su uso. Sin embargo,
es prudente recomendar el empleo alternado de diferentes acaricidas, en tanto no se profundice la
investigacion sobre la resistencia que los acaros pudieran generar a los productos naturales, asi

como sobre los efectos colaterales que éstos pudieran ocasionar a las colonias de abejas.
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9. CUADROS, FIGURAS Y ANEXOS CAPITULO |



Cuadro 1

CORRELACIONES PARA LAS RESPUESTAS DE COMPORTAMIENTO HIGIENICO OBTENIDAS
DE 60 COLONIAS DE ABEJAS MELIFERAS EVALUADAS CON TRES PRUEBAS:
CONGELACION LENTA, CONGELACION RAPIDA Y PUNCION

n r P
Congelacion lenta — Congelacion rapida 60 0.63 < 0.0001
Congelacion lenta - Puncion 60 0.54 < 0.0001

Congelacion rapida - Puncion 60 0.62 < 0.0001




Cuadro 2

ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS DEL COMPORTAMIENTO HIGIENICO EN 60 COLONIAS DE ABEJAS MELIFERAS EVALUADAS CON
TRES PRUEBAS: CONGELACION LENTA, CONGELACION RAPIDA Y PUNCION

Comportamiento higiénico (% + D.E.) Valores Coeficiente
Prueba Vedicion 1 Vedicion 2 ot Varianza minimos y de variacion
edicién edicién ota maximos (%) %)
Congelacion
69.1 £22.4 68.3£22.9 68.7+t20 a 400.54 27.2-99.5 29.1
lenta
Congelacion
67.1+£25.1 62.3 £23.3 64.7 £20.6 a 424.53 23.2-99.5 31.8
rapida
Puncion 89.9+14.5 86 + 15.5 88.0+12.4b 154.47 52.4 - 100 14.1

Literales diferentes indican diferencias significativas (P< 0.01) con la prueba de comparacién multiple de Tukey



Cuadro 3

NUMERO MEDIO Y (%) DE COLONIAS DE ABEJAS MELIFERAS CLASIFICADAS COMO DE
BAJO, INTERMEDIO O ALTO COMPORTAMIENTO HIGIENICO LUEGO DE SER EVALUADAS
CON TRES PRUEBAS: CONGELACION LENTA, CONGELACION RAPIDA Y PUNCION

Comportamiento Comportamiento Comportamiento
Prueba bajo intermedio alto

(<50.0 %) (50.0 a 95.0 %) (> 95.0 %)
Congelacion

12 (20.0) 43 (71.7) 5 (8.3)
lenta
Congelacion

15 (25.0) 39 (65.0) 6 (10.0)

rapida

Puncion 0 (0.0) 35 (58.3) 25 (41.7)




Cuadro 4

COSTO ESTIMADO, TIEMPO INVERTIDO Y NUMERO DE VISITAS REQUERIDAS POR
COLONIA PARA APLICAR LAS PRUEBAS DE CONGELACION LENTA, CONGELACION RAPIDA
Y PUNCION, CON EL FIN DE EVALUAR EL COMPORTAMIENTO HIGIENICO DE COLONIAS DE

ABEJAS MELIFERAS EN VILLA GUERRERO, ESTADO DE MEXICO

PRUEBAS
Congelacion Congelacion Puncién
lenta rapida

Conceptos Costos* por colmena (una repeticion)
Equipo 0.12 0.26 0.00
Mano de obra 8.42 5.85 5.62
Transportacion 0.88 0.58 0.58
Insumos 0.17 7.00 0.04
Imprevistos 0.96 1.37 0.62
Total 10.55 15.06 6.86
Ventajas/desventajas

NUumero de visitas (dias) 3f 2** 2**
Tiempo invertido (min) 18 23 17

e Costo en moneda nacional 2004.
**Viaje 1 = seleccidn del panal y aplicacién de la prueba; Viaje 2 = lectura de resultados.
T Viaje 1 = seleccioén del panal y corte de seccion; Viaje 2 = aplicacion de la prueba; Viaje 3 = lectura de

resultados.



Cuadro 5

ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS POR MEDICION Y GENERAL, DE MECANISMOS QUE CONFIEREN RESISTENCA A LAS ABEJAS MELIFERAS
CONTRA V. destructor Y DE CARACTERISTICAS DEL DESARROLLO POBLACIONAL DEL ACARO

MEDICION
(oct) (nov) (dic) (ene) (feb) GENERAL
Caracteristica variable n Media CV _n Media CV _n Media CV _n Media CV _n Media CV n Media CV _Min.-Max.

Directo

Comportamiento TIRA () 59 532 37.3 59 588a 334 - - - - _ _ o _ _ 59 559 259 32-984
) de_ Indirecto
acicalamiento ALES 59 231b 903 59 35a 731 57 351a 806 48 33a 56.4 45 276ab 616 59 31.8 43.4 3.3-73.9
(%)
TRV

54 06b 146 49 12a 99 46 0.93a 806 47 0.73ab 106.2 37 0.78ab 100 57 0.8 54.1 0-1.64
Inhibicion dela  (No.)
reproduccion de

varroa VFI (%) 54 7.3b 206 49 125ab 1485 46 14.1ab 1039 47 21a 919 37 216a 111 57 144 789  0-56.2
CNDA
Desarrollo (Noy 59 253a 110 59 27a 1253 59 252a 1221 50 27a 1066 47 248a 1128 59 257 945 2959

pOb'\";‘grifO“:'de IA(%) 58 41d 100 59 65c 81 56 92bc 1072 50 10ab 718 45 116a 709 59 79 711 1270
IC(%) 54 59c 113 49 147b 916 46 17ab 854 47 16.4ab 608 37 17a 812 57 132 717  0-37.6

n= numero de colonias, CV= coeficiente de variacion (%), valores minimos y maximos (min.-max.), CNDA= numero de acaros caidos/dia, |IA= infestacién en abejas
adultas, IC= infestacion en cria, CL= congelacion lenta, CR= congelacion rapida, P= puncion, TIRA= tiempo de reaccioén a V. destructor, ALES= acaros lesionados, TRV=
tasa de reproduccion verdadera, VFI= varroas fundadoras infértiles

Literales diferentes entre mediciones de cada caracteristica, indican diferencias significativas con base en el analisis de comparacion de medias de Tukey (P< 0.05)



Cuadro 6

CORRELACIONES FENOTIPICAS ENTRE VARIABLES DE INHIBICION DE LA REPRODUCCION DE V. destructor Y VARIABLES DEL
COMPORTAMIENTO HIGIENICO Y DEL COMPORTAMIENTO DE ACICALAMIENTO, EVALUADAS EN 57 COLONIAS DE A. mellifera

Variables Congelacion Congelacion Puncién Tiempo de reaccion Acaros
lenta rdpida avarroa lesionados
Tasa de 0.2421 0.1247 0.2849* -0.3079* -0.2757*
reproduccion
verdadera
. varroas -0.1402 -0.0688 -0.0780 -0.1442 -0.0897
undadoras
infértiles

Variables de inhibicién de la reproduccién de V. destructor= Tasa de reproduccién verdadera, porcentaje de varroas fundadoras infértiles. Porcentajes de
comportamiento higiénico evaluado mediante las pruebas de congelaciéon lenta, congelacidén rapida y puncion. Variables del comportamiento de
acicalamiento medido directa e indirectamente= Tiempo de reaccion al acaro varroa y porcentaje de acaros lesionados. * P <0.05

Estimacién de coeficientes de correlacién simple de Pearson calculados a partir de los promedios totales de las caracteristicas en cada una de las colonias
experimentales.



Cuadro 7

COMPONENTES DE VARIANZA, LOGARITMOS DE VEROSIMILITUD Y COEFICIENTES DE HEREDABILIDAD* (+ E.E.) DE

CARACTERISTICAS DE RESISTENCIA A V. destructor EN POBLACIONES DE ABEJAS MELIFERAS EN MEXICO

Componentes de varianza A B
Reina padreo Colonia Residuo -LogL Modelo -LogL Modelo

Variable grupo (%) (%) (%) Total completo reducido 2*/A-B/ h® + EE P
Congelacién lenta 7.12 46.27 46.61 0.088 91.34 91.05 0.58 0.28 £ 0.38 0.4463
Congelacidn rapida 23.99 23.11 52.90 612.75 -428.46 -432.59 8.26 0.94 +0.50 0.0040
Puncién 12.03 24.56 63.42 0.052 118.1 116.53 3.14 0.47 £ 0.39 0.0764
Tiempo de reaccién 2.09 5.91 92.0 347.75 -401.04 -401.18 0.28 0.08 +0.2 0.5967
Acaros lesionados 0.00 9.95 90.05 0.111 150.23 150.23 0 0.0+£0.0 1
Tasa de reproduccién
verdadera 0.00 0.00 100.0 0.488 -41.84 -41.84 0 0.0+0.0 1
Varroas fundadoras
infértiles 4.88 0.56 94.56 0.021 318.51 315.42 6.18 0.19+0.15 0.0129
Caida natural diaria de
acaros 13.26 35.15 51.59 272.23 -854.83 -859.99 10.32 0.52 £ 0.33 0.0013
Infestacion en abejas
adultas 14.71 40.44 44.85 0.014 478.06 474.08 7.96 0.58 £ 0.38 0.0048
Infestacion en crias 26.14 25.00 48.86 0.009 459.30 447.26 24.08 1.0+0.46  9.24E-07

* Datos transformados (con excepcién de la variable de congelacion rapida).
-LogL (Modelo completo) = -Logaritmo de la verosimilitud del modelo con efecto de reina padre. -LogL (Modelo reducido) = -Logaritmo de la verosimilitud del modelo sin efecto de

reina padre.

2*/A-B/ = Multiplicacién por 2 a los valores absolutos de la diferencia de los -LogL de ambos modelos conforme se describe en el inciso 5.7 del capitulo material y métodos.
Variables del comportamiento higiénico (% limpieza): congelacién lenta, congelacion rapida, puncién. Variables del comportamiento de acicalamiento: tiempo de reaccion a V.
destructor, % de acaros lesionados. Variables asociadas con la inhibicion de la reproduccion de V. destructor: tasa de reproduccion verdadera, % de varroas fundadoras
infértiles. Variables del desarrollo poblacional de V. destructor: caida natural diaria de acaros (no. acaros), % de infestacion en abejas adultas, % de infestacion en cria.



Cuadro 8

COMPONENTES DE VARIANZA, LOGARITMOS DE VEROSIMILITUD Y COEFICIENTES DE HEREDABILIDAD** (+ E.E.) DE

CARACTERISTICAS DE RESISTENCIA A V. destructor EN POBLACIONES DE ABEJAS MELIFERAS EN MEXICO

Componentes de varianza A B
Reina padreo Colonia Residuo -LogL Modelo -LogL Modelo

Variable grupo (%) (%) (%) Total completo reducido 2*/A-B/ h® + EE P
Congelacion lenta 7.19 49.03 43.78 0.052 123.10 122.81 0.58 0.28 £ 0.39 0.4463
Congelacion rapida 23.99 23.11 52.90 0.061 114.95 110.82 8.27 0.94 £ 0.50 0.0040
Puncién 8.82 28.98 62.20 0.023 166.03 165.08 1.89 0.34 £ 0.35 0.1692
Tiempo de reaccion 0.71 7.05 92.24 388.464 -407.65 -407.67 0.04 0.03+0.16 0.8415
Acaros lesionados 0.00 10.72 89.28 0.052 249.31 249.31 0 0.0+0.0 1
Tasa de reproduccién
verdadera 0.23 0.00 99.77 0.798 -97.83 -97.84 0.024 0.01+£0.07 0.8796
Varroas fundadoras
infértiles 2.89 3.02 94.09 0.033 265.82 264.69 2262 0.11+£0.13 0.1326
Caida natural diaria de
4caros 16.19 34.54 49.26 846.324 -1002.43 -1009.63 14.4 0.63 + 0.36 0.0002
Infestacién en abejas
adultas 13.07 36.20 50.73 0.005 598.83 594.69 8.3 0.51+0.34 0.004
Infestacion en crias 24.89 20.67 54.44 0.012 414.14 400.95 26.38 0.97£0.44 2.804E-07

** Datos sin transformar.

-LogL (Modelo completo) = -Logaritmo de la verosimilitud del modelo con efecto de reina padre.-LogL (Modelo reducido) = -Logaritmo de la verosimilitud del modelo sin efecto de

reina padre.

2*/A-B/ = Multiplicacién por 2 a los valores absolutos de la diferencia de los -LogL de ambos modelos conforme se describe en el inciso 5.7 del capitulo material y métodos.
Variables del comportamiento higiénico (% de limpieza): congelacién lenta, congelacion rapida, puncion. Variables del comportamiento de acicalamiento: tiempo de reaccion a V.
destructor, % de acaros lesionados. Variables asociadas con la inhibicion de la reproduccion de V. destructor: tasa de reproduccion verdadera, % de varroas fundadoras
infértiles. Variables del desarrollo poblacional de V. destructor: caida natural diaria de acaros (no. acaros), % de infestacion en abejas adultas, % de infestacion en cria.



Cuadro 9

CORRELACIONES FENOTIPICAS* ENTRE MECANISMOS DE RESISTENCIA DE LAS ABEJAS
A V. destructor Y CARACTERISTICAS DEL DESARROLLO POBLACIONAL DEL ACARO

. Caida natural Infestacion en Infestacion en
Variables o p A P
diaria de acaros abejas adultas crias
Congelacion r=0.0290 r=0.0785 r=0.0721
lenta P=0.8275 P=0.5544 P=0.5942
Congelacion =-0.2041 =-0.1583 =-0.1994
rapida P=10.1209 P=0.2311 P=0.1370
PUNCIoN r=0.0112 r=0.1872 r=0.0557
P=0.9329 P=0.1557 P=0.6808
rTeIZ?cﬁgndz r=-0.0671 r=-0.0842 r=0.0870
P=0.6134 P=0.5261 P=0.5199
varroa
Acaros r=-0.2530 r=-0.1610 r=-0.2869
lesionados P=0.0532 P=0.2232 P=0.0305
" Trﬁfjigfién r=-0.0239 r=-0.0008 r=0.0108
P P=0.8597 P=0.9955 P=0.9367
verdadera
fu\é‘;’j‘gggrsas r=0.2827 r=0.2655 r= 0.3005
o P=0.0331 P=0.0460 P=0.0231
infértiles

n= 57 para tasa de reproduccion verdadera, varroas fundadoras infértiles, infestacion en abejas adultas e
infestacién en crias; n= 59 para el resto de las variables.
*Estimacion de coeficientes de correlacion simple de Pearson calculados a partir de los promedios totales de

las caracteristicas en cada una de las colonias experimentales.
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Figura 2. Esquema del bastidor de plastico y del marco de madera para realizar la evaluacion directa del comportamiento de acicalamiento.



Frecuencia (no. colonias)

27.3 37.6 47.9 58.2 68.5 78.9 89.2 y
mayor...

Respuesta higiénica (%)

Figura 3. Distribucion de la respuesta higiénica (%) expresada por 60 colonias de abejas meliferas
después de aplicar la prueba de congelacion lenta.
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mayor...

Respuesta higiénica (%)

Figura 4. Distribucion de la respuesta higiénica (%) expresada por 60 colonias de abejas meliferas
después de aplicar la prueba de congelacioén rapida.
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Figura 5. Distribucion de la respuesta higiénica (%) expresada por 60 colonias de abejas meliferas

después de aplicar la prueba de puncion.
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Figura 6. Porcentaje promedio de comportamiento higiénico (+ E.E.) de 50 colonias de abejas
meliferas tras la aplicaciéon de tres tratamientos: puncion de la cria, desoperculacion sin dafo a la
cria y testigo.

Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) basadas en un analisis de varianza y
en una prueba de comparacion multiple de Tukey, con datos transformados mediante la funcién

arcoseno de la raiz cuadrada.
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Figura 7. Tiempo medio (s) + E.E. para el inicio del comportamiento de acicalamiento de abejas
meliferas evaluadas con tres tratamientos: sin varroa (testigo), con varroa y con harina.
Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.01), con base en un analisis de varianza

y en la prueba de comparacion multiple de Tukey.
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Figura 8. Tiempo medio (s) = E.E. para el inicio del comportamiento de acicalamiento de abejas
africanizadas (AA) y europeas (AE) evaluadas con tres tratamientos: sin varroa (testigo), con
varroa y con harina.

Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.01) entre genotipos para cada uno de los
tres tratamientos, con base en pruebas t-Student.
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Figura 9. Evolucion de la tasa de reproduccion verdadera (TRV + E.E.) y del porcentaje de
infertilidad de V. destructor (VFI = E.E) en 57 colonias de A. mellifera, durante cinco mediciones

mensuales realizadas entre octubre (oct) y febrero (feb) de 2004 en Villa Guerrero, México.
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Figura 10. Evoluciéon del porcentaje de infestacién de las abejas adultas (IA + E.E.), de las crias (IC
+ E.E.) y del numero de &acaros caidos/dia (CNDA + E.E.) de V. destructor durante cinco
mediciones mensuales realizadas entre octubre (oct) y febrero (feb) de 2004 en Villa Guerrero,

México.
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Figura 11. Respuestas higiénicas promedio (% de remociéon de cria congelada + E.E.) con la
prueba de congelacion rapida en 10 grupos de familias diferentes.

Literales diferentes indican diferencias entre las medias de los grupos con base en la prueba de
comparacién de medias de Tukey (P< 0.05). Estos analisis fueron realizados con datos no
transformados ya que la variable presentd una distribucion normal. Los valores de la figura

representan datos reales (n= 60 colonias).
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Figura 12. Respuestas higiénicas promedio (% de remocion de cria puncionada + E.E.) en 10
grupos de familias diferentes.

Literales diferentes indican diferencias significativas con base en la prueba de comparacion de
medias de Fisher (P< 0.05). Los analisis fueron realizados con datos transformados con la funcién
arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion. Los valores de la figura representan datos reales

(n= 60 colonias).
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Figura 13. Porcentaje promedio de varroas fundadoras infértiles (+ E.E.) en 10 grupos de familias
diferentes.

Literales diferentes indican diferencias entre las medias de los grupos con base en analisis de
comparacién de medias de Tukey (P< 0.05). Estos analisis fueron realizados con datos
transformados utilizando la funcién de Box y Cox. Los valores de la figura representan datos reales
no transformados (n= 57 colonias)
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Figura 14. Niamero medio de &caros caidos naturalmente/dia (+ E.E.) en 10 grupos de familias
diferentes.
Literales diferentes indican diferencias entre las medias de los grupos con base en analisis de
medias de Tukey (P< 0.05). Estos analisis fueron realizados con datos transformados utilizando la
funcion de Box y Cox. Los valores de la figura representan datos reales no transformados (n= 59
colonias).
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Figura 15. Porcentaje promedio de infestacion en las crias de las abejas (£ E.E.) en 10 grupos de
familias diferentes.

Literales diferentes indican diferencias entre las medias de los grupos con base en analisis de
comparacién de medias de Tukey (P< 0.05). Estos analisis fueron realizados con datos
transformados con el método de Box y Cox. Los valores de la figura representan datos reales no

transformados (n= 57 colonias).
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Figura 16. Niveles promedio de infestacion en abejas adultas (+ E.E.) en 10 grupos de familias
diferentes.

Literales diferentes indican diferencias entre las medias de los grupos con base en analisis de
comparacién de medias de Tukey (P< 0.05). Estos analisis fueron realizados con datos
transformados utilizando la funcién raiz cuadrada. Los valores de la figura representan datos reales

no transformados (n= 59 colonias).



Anexo 1

NUMERO INICIAL DE COLONIAS EVALUADAS POR FAMILIA (GRUPO GENETICO)

Familia No. de colonias
A 5
B 7
C 5
D 5
E 17
F 4
G 4
H 3
[ 5
J 5

Total 60




Anexo 2

IDENTIFICACION (LETRA Y NUMERO*) DE LAS OCHO COLONIAS PERTENECIENTES A 10 FAMILIAS DE ABEJAS MELIFERAS QUE
MANIFESTARON MAYOR EXPRESION PARA CARACTERISTICAS QUE PODRIAN CONFERIR RESISTENCIA CONTRA EL ACARO V.

destructor
Caracteristicas CL CR P TIRA ALES TRV VFI CNDA IA IC
Valoresi rf\inimos 94.5-99.5%  91.1-99.5% 98.5-100% 32-374s 45.3-73.9% 0-0.33 24-56% 61.9-95.9 1-3% 0-4%
Yy maximos
1 A1 J57 F40 J60 H50 J56 E24 E39 J56 J56
2 A4 A4 E36 B9 Cc14 F41 D22 E38 E28 F41
3 C14 B8 H49 153 E33 A2 A4 E31 A3 A2
4 E27 D19 153 E36 G47 G46 154 A4 F43 F42
5 C13 Cc17 E38 J57 J56 E25 E36 E29 F42 A5
6 E36 C15 C15 C16 E28 D19 E30 E34 A5 F43
7 C15 C13 C14 B7 D21 B6 E33 E26 G47 C16
8 J57 B12 C13 G44 A2 B11 F43 E36 B11 B11

Comportamiento higiénico expresado con las pruebas: congelacién lenta (CL), congelacion rapida (CR), puncién (P). Comportamiento de acicalamiento:
tiempo de reaccion a varroa (TIRA), porcentaje de acaros lesionados (ALES). Caracteristicas reproductivas de varroa: tasa de reproducciéon verdadera
(TRV), porcentaje de varroas fundadoras infértiles (VFI). Caracteristicas del desarrollo poblacional de varroa: caida natural diaria de acaros (CNDA),
porcentaje de infestacion en abejas adultas (IA), porcentaje de infestacion en crias (IC).

*Literales de las diferentes familias= A a J. NUmeros correspondientes a las colonias= 1 a 60.



Anexo 3

IDENTIFICACION (LETRA Y NUMERO*) DE LAS OCHO COLONIAS PERTENECIENTES A 10 FAMILIAS DE ABEJAS MELIFERAS QUE
MANIFESTARON MENOR EXPRESION PARA CARACTERISTICAS QUE PODRIAN CONFERIR RESISTENCIA CONTRA EL ACARO V.

destructor
Caracteristicas CL CR P TIRA ALES TRV VFI CNDA 1A IC
Valores, n_“,nimos 27.3-447%  23.2-40.4%  52.5-78.7% 66.2-98.4s  3.3-17.6% 1.3-1.6 0-0% 2-6.2 12.4-27% 26-37.6%
y maximos
1 F41 D22 F41 E23 F41 151 J56 B7 E24 D22
2 D22 E28 E28 E37 D18 H50 F41 E33 J60 E39
3 B6 154 G47 J58 B7 G45 A2 F43 E38 E26
4 F43 F41 E37 A2 151 D18 F42 F42 E34 E38
5 154 E29 E30 F41 H49 J59 F40 J56 E31 E35
6 J56 E26 G46 A1 A4 B12 C13 D19 D22 E31
7 E39 152 154 E31 B10 E24 B11 B12 E35 E36
8 153 E30 E29 E28 B9 B10 B9 A2 E36 E34

Comportamiento higiénico expresado con las pruebas: congelacién lenta (CL), congelacion rapida (CR), puncién (P). Comportamiento de acicalamiento:
tiempo de reaccion a varroa (TIRA), porcentaje de acaros lesionados (ALES). Caracteristicas reproductivas de varroa: tasa de reproduccién verdadera
(TRV), porcentaje de varroas fundadoras infértiles (VFI). Caracteristicas del desarrollo poblacional de varroa: caida natural diaria de acaros (CNDA),
porcentaje de infestacion en abejas adultas (IA), porcentaje de infestacion en crias (IC).

*Literales de las diferentes familias= A a J. NUmeros correspondientes a las colonias= 1 a 60.



CUADROS Y FIGURAS CAPITULO II



Cuadro 1

ANALISIS DE VARIANZA PARA EFECTOS DE TRATAMIENTO, APLICACION E INTERACCION
(TRATAMIENTO-APLICACION), DE DOS ACARICIDAS NATURALES USADOS PARA EL
CONTROL DE V. destructor EN COLONIAS DE ABEJAS MELIFERAS. LOS TRATAMIENTOS
FUERON ACIDO FORMICO (65%), TIMOL A CONCENTRACION SENCILLA (12.5 g), TIMOL A
DOBLE CONCENTRACION (25 g) Y COLONIAS TESTIGO (QUE NO RECIBIERON ACARICIDA)

Fuente de variacion G.L. Suma de Cuadrados Valor F Probabilidad

cuadrados  medios

Tratamiento 3 1.746 0.582 17.604 <0.01
Aplicacion 1 1.380 1.380 41.733 <0.01
Tratamiento x 3 0.987 0.329 9.947 <0.01
aplicacion

Residual 60 1.984 0.033

El analisis de varianza se realiz6 con datos porcentuales transformados mediante la funcién arcoseno de la

raiz cuadrada de la proporcion.



Cuadro 2

NUMERO PROMEDIO (z E.E.) DE ACAROS DE V. destructor RECOLECTADOS EN 34
COLONIAS DE ABEJAS MELIFERAS DESPUES DE DOS APLICACIONES DE TRES
TRATAMIENTOS NATURALES, UNO TESTIGO (SIN ACARICIDA) Y UNO DE FINALIZACION
(FLUMETRINA)

Tratamientos

Acido formico Timol (12.5 g) Timol (25 g) Testigo
(65%)
12 aplicacion 643.4 £ 152.1 446.9+98.9 510.9+116.4 160.4 + 67.6
22 aplicacion 407.3+81.9 238.1 £ 69.7 1247 £35.5 230.2+124.1
Total (dos aplicaciones) 1050.8 + 209.9 685+ 120.75 635.6+142.1 390.7 £ 188.9
Flumetrina 627.7 £ 236.3 64.5 + 23.7 60.6 +25.4 1174 + 297 .4
Total (dos aplicaciones)
1678.4+311.4 7495+138.1 696.2+137.6 1564.7 £474.8

+ flumetrina

n= 9 colonias para los tratamientos con acido férmico y el testigo;

base de timol.

n= 8 para cada uno de los tratamientos a



Cuadro 3

COMPARACION DE COSTOS ESTIMADOS (M.N.) PARA DIFERENTES TRATAMIENTOS
CONTRA V. destructor APLICADOS A 34 COLONIAS DE ABEJAS MELIFERAS EN VILLA
GUERRERO, ESTADO DE MEXICO

Costos por colmena

Tratamiento Producto Mano de obra  Transportacion Total
Acido férmico (65%) 60.00 5.61 5.20 70.81
Timol (12.5 g) 32.45 2.81 2.50 37.76
Timol (25 g) 64.90 2.81 2.50 70.21
Flumetrina 57.50 1.40 1.25 60.15

Los costos fueron estimados considerando el valor comercial de los productos mas los gastos de mano de
obra y transportacién para su aplicacién. La seccion de material y métodos describe como se estimaron estos

gastos.
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Figura 1. Eficacia promedio (% + E.E.) de tres tratamientos y uno testigo (sin acaricida) contra V.
destructor aplicados dos o mas veces en colonias de abejas meliferas. La eficacia se determiné
con respecto al acaricida flumetrina.

Literales diferentes indican diferencias significativas (P< 0.01) basadas en un analisis de varianza y

pruebas de comparacion multiple de Tukey a partir de datos porcentuales transformados mediante
la funcién arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion.
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