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RESUMEN

ALVARADO AVILA LAURA YAVARIK. Efecto de un tratamiento acaricida en
colonias de abejas meliferas (Apis mellifera L.) sobre su poblacién y en los
niveles de infestacidon del acaro Varroa destructor y del virus de las alas
deformes. Asesores: PhD Guzman Novoa Ernesto. MVZ Correa Benitez

Adriana.

Los objetivos de este estudio fueron determinar el efecto del acaricida tau-
fluvalinato sobre los niveles de parasitismo de Varroa destructor y sobre la
poblacion de obreras de las colonias tratadas, asi como determinar el efecto de
reducir los niveles de varroosis sobre los niveles del virus de las alas deformes
(VAD). Muestras de obreras y cria fueron obtenidas de 16 colonias a las que se
midio el nivel de parasitosis con varroa y fueron seleccionadas aquellas con
niveles de infestacion mayores al 3%. De igual manera se determinaron la
poblacién y fortaleza de las colonias, para seleccionar ocho colonias como grupo
testigo, mientras que a las ocho colonias restantes se les tratdé con Apistan®
(tau-fluvalinato) por un periodo de seis semanas. Después de los tratamientos,
las muestras de abejas se analizaron por RT-PCR para detectar la presencia del
VAD. Las colonias tratadas tuvieron cuatro veces menos infestacion de V.
destructor que las no tratadas. Las colonias tratadas y no tratadas con el
acaricida tau-fluvalinato no difirieron en cuanto a su poblacion de abejas adultas.
Los niveles relativos de infeccién del VAD tanto en abejas adultas como en cria
fueron significativamente menores en colonias tratadas que en colonias no

tratadas, antes y hasta un mes después de terminados los tratamientos. Esto



pudo deberse en parte al tratamiento y en parte a que al momento de hacer los
dos grupos de estudio desde el inicio el grupo a ser tratado tenia menor numero
de colonias infectadas con el VAD y por lo tanto, menores niveles del mismo. Por
lo anterior no es claro si al controlar al acaro, también se puede controlar al VAD.

Estudios posteriores son necesarios para despejar esta duda.

Palabras clave: Apis mellifera L., Varroa destructor, Virus de las alas deformes

(VAD), tratamiento, México



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La apicultura es una actividad pecuaria que se ha practicado en México desde
antes de la llegada de los espafoles principalmente por la cultura maya. Los
mayas utilizaban un tipo diferente de abeja conocida comunmente como “abeja
sin aguijon” (abejas de la tribu Meliponini) sobre todo en la region de la Peninsula

de Yucatan."

La introduccion de Apis mellifera a nuestro pais se da a mediados del siglo XVIII,
con excepcion de la region de la Peninsula de Yucatan, ya que los
meliponicultores de dicha region se reusaban a trabajar con una abeja con
aguijon. Hasta el siglo XIX |la abeja melifera es introducida a la Peninsula aunado

a todo esto la expansion del uso de colmenas con bastidores méviles.'

En nuestro pais la apicultura es una actividad de suma importancia en términos

bioldgicos, econdmicos y sociales.?

El 80% de las plantas que florecen estan especializadas para ser polinizadas
principalmente por insectos. La importancia biologica de la apicultura radica en
que la mayoria de las aproximadamente 20,000 especies de abejas que existen
son polinizadores eficaces y junto con otros insectos como moscas, avispas,
escarabajos y mariposas, constituyen la mayor parte de las especies
polinizadoras. La polinizacion es esencial para el mantenimiento general de la
biodiversidad. Se estima que el valor econémico total de la polinizacion a nivel
mundial es de aproximadamente 153,000 millones de euros, lo que representa
el 9.5% del valor de la produccion agricola utilizada para la alimentacién humana

en 2005.3 La polinizacion es considerada la actividad mas valiosa de las abejas.?



Desde el punto de vista econdmico ésta actividad se ubica como la tercera fuente
generadora de divisas dentro del subsector agropecuario.* En el afio 2010 las
exportaciones de miel permitieron el ingreso de divisas de aproximadamente
85.6 millones de ddlares.® De enero a agosto del 2014 México exporté 33.1 mil
toneladas de miel. En este mismo afo las ventas de miel alcanzaron un valor
superior a los 123 millones de ddélares. En los ultimos ocho afos se han
producido alrededor de 56 mil 500 toneladas de miel, por lo que México se ubica
en el 5° lugar como productor a nivel mundial. Ademas, la miel mexicana es
considerada de excelente calidad, por lo que los principales paises importadores
son Alemania, Estados Unidos y Bélgica.® Aunado a todo esto, los apicultores
también se dedican a la obtencion y procesamiento de otros productos apicolas

como polen, jalea real, propdleos y veneno.’

Desde el punto de vista social, existen alrededor de 43 mil apicultores
distribuidos en todo el pais y el inventario apicola es de 1.9 millones de
colmenas. Los productos y subproductos apicolas son una fuente directa de
ingresos y trabajo para los habitantes del medio rural. Tan solo el estado de
Yucatan da ocupacion a mas de 11,000 productores, con mas de 300, 000

colmenas.®

A pesar de todos los beneficios que la apicultura brinda a los ecosistemas y a la
economia global, las abejas no estan exentas de problemas, plagas y
enfermedades, ya sean bacterianas, parasitarias, fungales o virales.? Una de las

principales enfermedades por las que son afectadas es la varroosis.®



La varroosis es una parasitosis externa y contagiosa® causada en Apis mellifera,
por el acaro Varroa destructor que afecta tanto a la cria como a las abejas

adultas'® (Figura 1).

Este parasito es considerado el problema mas grande que afecta a la apicultura
a nivel mundial ya que se ha diseminado en un tiempo muy corto. Lo anterior no
ha permitido que se desarrolle un equilibrio parasito-hospedero en el cual las
abejas puedan defenderse exitosamente de esta enfermedad. Tampoco ha
permitido que el apicultor tenga una experiencia significativamente larga para
contrarrestar este parasito, por lo cual se necesita el empleo de medicamentos
que aumentan los costos de produccion para los apicultores. Una colonia que no
sea tratada peridodicamente se perdera en un lapso de dos a tres afnos después

de iniciada la infestacion.®

Actualmente varroa se encuentra diseminado por todo el territorio nacional
causando pérdidas por mortandad de colonias de un 5 a 80%"" 2 asi como
diferencias en la produccion de miel de hasta el 65% entre colonias infestadas y

colonias tratadas contra el acaro.’3

Varroa ha sido asociado al lamado Sindrome de Colapso de las Colonias (CCD
por sus siglas en inglés), aunque éste es considerado como un problema de
origen multifactorial.® En este sindrome se puede ver una pérdida significativa en
la poblacion de abejas adultas de una colonia sin ninguna razon aparente y en
un periodo corto de tiempo.' Este problema ha afectado principalmente a EUA,
Canada, Espaiia, Italia e Inglaterra.® La relacién entre Varroa destructor y el CCD
ha sido fuertemente asociada a que se considera que varroa es vector de virus

que afectan a las abejas, tales como el virus de Kashmir (VK), el virus de la



paralisis aguda (VPA), el virus de la paralisis aguda israeli (VPAI) y el virus de
las alas deformes (VAD). Se considera que varroa puede causar
inmunosupresion en pupas, lo cual favorece la infeccibn. Ademas de la
replicacion de algunos virus, por ejemplo cuando en una colonia esta presente el
VAD no suelen presentarse signos clinicos aparentes, siempre y cuando la
colonia se encuentre libre de varroa. En el caso de que la colonia esté infestada
por el acaro entonces se produce la muerte de las abejas.'® Diversos estudios
han demostrado que la infestacion con varroa afecta negativamente el periodo
de vida de las abejas, pues se ha visto que las abejas que estan infestadas con
varroa y que ademas presentan signos de alas deformes tienen una vida mas
corta que la esperada.’® Los signos tipicos que presenta una colonia que esta a
punto de perderse (las obreras dejen de atender a la reina, no hay
comportamiento higiénico ni de acicalamiento, hay una rapida disminucion de la
poblacién o cria muy salteada) se asocian directamente a la presencia de una
infeccion viral en la colonia que probablemente fue consecuencia de una

infestacion previa con varroa.'®

De manera individual varroa afecta a las abejas al alimentarse de su hemolinfa.
Si esto sucede durante la etapa de cria se tiene como resultado abejas deformes
y con un peso menor a las abejas adultas no afectadas (Figura 2). En las
pecoreadoras provoca que tarden mas en regresar a la colmena y el numero de
abejas que regresa es menor. De esta manera acorta significativamente la vida

de las abejas.?

A nivel de la colonia, varroa provoca la disminucién en la cantidad de zanganos

y los que estan presentes tienen menos posibilidades de aparearse. Uno de los



principales problemas es que en las etapas iniciales de la infestacién no hay
signos clinicos y éstos se hacen evidentes cuando la infestacién esta en una
etapa media o avanzada. Cuando el problema es grande se pueden observar
abejas deformes y que no pueden volar, el numero de individuos en la colonia

disminuye significativamente y se observa cria salteada® (Figura 3).

1.2 Varroa destructor y sus efectos en la salud de las abejas

La transmision y dispersion de varroa depende de factores bioldgicos y de
manejo. Dentro de los biologicos se pueden encontrar factores de
comportamiento como el pillaje (considerado el principal mecanismo de
transmision), la deriva, la enjambrazon, entre otros. Dentro de los factores de
manejo se encuentran el intercambio de material biolégico entre colonias
parasitadas y colonias no parasitadas o la trashumancia de colonias parasitadas

a apiarios con bajos niveles de infestacion.®

Este ectoparasito afecta a las abejas adultas y se alimenta de su hemolinfa (fase
forética), el estrecho contacto entre las abejas de la colonia permite la
diseminacion del 4caro hacia las abejas nodrizas, por medio de las cuales un
acaro hembra puede ingresar a una celda de cria 15 a 30 h antes, en caso de
obreras, 0 40 a 60 h antes, en caso de zanganos, de que sean operculadas (fase
reproductiva).® Esta hembra se alimenta de la hemolinfa de la prepupa e inicia la
postura de huevo, el primer huevo sera un macho. Cuando las abejas han
terminado su periodo de metamorfosis y emergen como adultas lo hacen junto

con las hembras fecundadas que se originaron dentro de la celda.®



Varroa es sumamente dependiente de su hospedador y no tiene una etapa en

su ciclo de vida donde no dependa de él.8

Las hembras de varroa pasan por dos fases diferentes durante su ciclo de vida:
una fase forética, la cual toma lugar sobre las abejas adultas y una fase
reproductiva, la cual sucede dentro de las celdas con cria operculada. Los
machos y todos los diferentes estados de ninfa tienen un periodo de vida corto y

solo pueden encontrarse dentro de las celdas de cria operculadas.®

La busqueda del hospedador esta regulada principalmente por una orientacion
quimica. Dos etapas del hospedero son de suma importancia para que la
reproduccion del acaro sea exitosa: la abeja adulta y la larva que esta a punto
de ser operculada. Varroa es capaz de reconocer la edad y las diferentes
funciones de las abejas, esto puede ser observado cuando, poco después de
abandonar la celda en la abeja recién emergida, inician la busqueda por abejas
nodrizas. Se ha visto que el grupo de abejas con mayores niveles de infestacion

por el acaro dentro de una colonia son las abejas nodrizas.®

El acaro de varroa tiene preferencia por la cria de zangano, lo cual puede
deberse a que el acaro entra a la celda de cria de zangano entre 40 y 50 h antes
de que la misma sea operculada (a diferencia de la cria de obrera, donde la
varroa se introduce a la celda entre 15 y 30 h previa operculacion), otro de los
factores que pueden contribuir a un nivel de infestacion mayor en zanganos que
en obreras es el hecho de que las larvas de zanganos son visitadas mas veces
por las abejas nodrizas que las larvas de obrera, por lo que las probabilidades

de contraer al parasito aumentan.®



En general, el comportamiento que las hembras de varroa siguen para encontrar
a su huésped es activado por varios factores, siendo el mas importante las
sefales quimicas volatiles producidas tanto por la larva como por la abeja adulta

huésped.®

Una vez dentro de la celda, varroa se desplaza al fondo de la misma hasta llegar
al alimento larval, éste puede ser considerado como un comportamiento de
adaptacion al tratar de evadir a las abejas que limpian las celdas.®
Aproximadamente 5 h después de que la celda ha sido operculada, la larva
consume todo el alimento, es entonces cuando varroa puede comenzar a
alimentarse de hemolinfa. Pocas horas después de que se comienza a alimentar,
la ovogénesis y la vitelogénesis comienzan y aproximadamente 70 h después de
que la celda ha sido operculada el primer huevo es depositado, el cual es un
huevo sin fecundar que da origen a un macho. Los demas huevos que son
depositados con intervalos de aproximadamente 30 h, son fecundados y dan

origen a hembras.®

El desarrollo del parasito, desde que el huevo es depositado hasta que se
considera adulto, es de aproximadamente 5.8 dias en el caso de hembras y 6.6

dias para machos.?

La varroa madre lesiona la cuticula del 5° segmento de la larva, de esta manera

permite que las ninfas puedan alimentarse de hemolinfa.?

La reproduccion se realiza dentro de la celda operculada y el éxito de la
reproduccion del parasito depende del numero de hembras que puedan

aparearse exitosamente antes de salir de la celda.®
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Al ser este un parasito que se alimenta de la hemolinfa tanto de las crias como
de las abejas adultas, causa debilidad en estos insectos. Cuando varroa se
alimenta de la hemolinfa de las prepupas y pupas perfora la cuticula de éstas y
asi puede inocular diferentes tipos de patégenos, ya sean virus, bacterias u
hongos en la cria, siendo asi vector de diseminacion de enfermedades. Otra de
las consecuencias de que se alimenten de hemolinfa es la disminucion del
contenido proteico de las abejas, causando una desnutricion, la cual hace que
su sistema inmune se vea afectado, haciéndolas mas susceptibles a otro tipo de

patdgenos.®

Varroa también causa que las abejas emerjan con un peso y un tamafio menor
al normal o incluso deformes; la baja de peso depende directamente del numero
de hembras que se hayan alimentado de la pupa y de la reproduccion del
parasito, pero aunque la infestacién en la celda haya sido con sélo una hembra,
la pérdida de peso puede ser de hasta el 7%; se ha reportado que los zanganos
pueden tener una pérdida de peso de entre 11 a 19%, esto afecta su capacidad
de volar, lo que reduce las probabilidades de que pueda aparearse.? Todo esto

causa el acortamiento de su periodo de vida.®

Las abejas obreras que son infestadas durante la etapa de pupa inician la etapa
de pecoreadoras antes que las que no son infestadas y presentan un periodo de
vida mas corto. Las pecoreadoras infestadas presentan un aumento en el tiempo
que permanecen fuera de la colmena asi como en el porcentaje de abejas que
no regresan a la misma.® El principal signo de una fuerte infestacién con V.

destructor es la presencia de alas deformes en abejas que acaban de emerger.'®
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Cuando el porcentaje de infestacion de una colonia es moderado puede no haber
signos clinicos evidentes; se llega a observar una disminucion en la poblacién
de esa colonia. Pero conforme la poblacion de abejas disminuye y la de varroa
aumenta, los dafios se van haciendo cada vez mas significativos y evidentes
hasta que se presentan signos como reemplazo de la reina, cria dispersa, abejas
adultas incapaces de volar, se arrastran y hay una drastica disminucion en la
poblacién de abejas adultas de la colonia. Sin embargo, el dafio causado a la
colonia no esta solo determinado por el niumero de acaros que la infestan (ya
que este puede ser muy variable) sino que también depende de otros factores
como la fortaleza de la colonia (en cuanto a poblaciéon de adultas y cria se

refiere), la época del afio y la presencia de virus.2

1.3 Virus de las abejas

Se han descubierto 18 virus del género Apis, la mayoria de los cuales se pueden
presentar de forma habitual en las abejas sin observar signos aparentes de
enfermedad, aunque algunos de ellos pueden llegar a causar signos evidentes
de enfermedad, como es el caso del virus de las alas deformes (VAD) de la abeja

melifera.!”

El desarrollo de técnicas de diagnostico molecular ha permitido saber que la
infeccion con algunos de estos virus es muy comun, por lo que se han

considerado como inofensivos para las abejas por algunos autores.'”

Algunos de los virus mas importantes que afectan a las abejas causandoles

problemas perceptibles, son los siguientes:
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Virus de la parélisis crénica: es un virus tipo ARN'® que tiene una
distribucion mundial;'® ha sido identificado dentro del territorio nacional?®
y puede ser detectado a lo largo de todo el afio.'® Frecuentemente se
presenta como una infeccion cerrada, por lo que no se presentan signos
clinicos. Usando técnicas como PCR tiempo real, se ha identificado la
presencia del virus en todas las etapas de metamorfosis (desde huevo
hasta insecto adulto), asi como en las tres castas, sin embargo, los signos
clinicos solo se presentan en adultas. En infecciones abiertas los signos
que pueden observarse en abejas adultas infectadas son temblores de las
alas y el cuerpo, abdomen abultado, abejas enfermas agrupadas frente a
la piquera o arrastrandose en el suelo fuera de la colmena, también puede
llegar a presentarse pérdida de vellosidades en el abdomen y en casos
muy severos, pocos dias después de la infeccion no pueden volar y
mueren. Una infeccidn severa puede resultar en la pérdida de la colonia y
estos signos graves de enfermedad pueden aparecer en primavera y
verano, cuando el desarrollo de la colonia esta en su apogeo, ademas se
ha observado que su manifestacion es favorecida por climas calurosos y
por colonias cuya reina es altamente consanguinea,® a cambios en los
manejos apicolas (como el hecho de que varios apiarios compartan la
misma zona de floracién) sin que haya ningun cambio aparente en la
relacion hospedero-patégeno o en la forma en la que este virus es
transmitido.’”” Se conocen dos tipos de transmision para este virus:
contacto directo entre abejas adultas, el cual sucede cuando abejas sanas
y abejas infectadas se agrupan y la dispersion de particulas infecciosas

por medio de las heces de abejas paralizadas, las cuales son ingeridas
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por abejas adultas sanas.’® Se puede aislar principalmente de zonas con
una alta concentracion neuronal. Hay evidencia experimental que sugiere
que el virus de la paralisis cronica y Nosema ceranae actuan en conjunto
y causan la muerte de las abejas en experimentacion. En un estudio
reciente se observé una cantidad de hasta 10* particulas virales en acaros

de varroa."®

Virus de la paralisis aguda israeli: este es un virus ARN perteneciente
a la familia Dicistroviridae. Tiene una distribucion mundial con una mayor
frecuencia en Australia y en el Medio Este?' y ha sido encontrado en el
territorio nacional.?? Este es un virus que estd muy relacionado con los
virus de pardlisis aguda y el virus de Kashmir?! por lo que se supone que
ha sido subdiagnosticado al confundirse con alguno de estos otros virus.'”
Los tres pueden encontrarse de manera comun como infecciones
cerradas que no causan ningun signo clinico aparente, ya sea a nivel
individual o de colonia. Sin embargo, bajo condiciones de laboratorio,
resultan extremadamente virulentos cuando son suministrados a pupas o
abejas adultas, causando la muerte de las mismas pocos dias después.?’
Bajo estas condiciones, la muerte de las abejas es precedida por signos
clinicos como paralisis que va progresando rapidamente, temblores,
incapacidad para volar, obscurecimiento y pérdida de vellosidades tanto
en toérax como en abdomen. No obstante, es dificil observar la
presentacion de la paralisis a nivel de toda la colonia, a pesar que se tenga
comprobado que dicha colonia haya muerto a causa de este virus. Una

posible explicacion para este fendmeno puede ser que la rapida evolucién
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de la paralisis a la muerte de la abeja impide la acumulacion de suficientes
abejas vivas con paralisis para ser notadas a nivel de la colonia. Cuando
la paralisis se llega a notar en toda la colonia, usualmente es asociado al
virus de la paralisis crénica. Se considera un indicador de mayor riesgo
para el CCD.2! Este es otro virus que necesita que V. destructor sea su
vector y que le permita replicarse para que pueda alcanzar titulos

letales.!”

Virus de la paralisis aguda: pertenece a la familia Dicistroviridae, y al
igual que los virus de Kashmir y paralisis aguda israeli, tiene un
distribucion mundial, encontrandose con frecuencia en Europa y América
del Sur'”y se encuentra presente dentro del territorio nacional.?? Como se
menciono anteriormente, bajo condiciones de laboratorio la muerte de las
abejas es precedida por signos clinicos como paralisis que va
progresando rapidamente,?’ tanto en el cuerpo como en las alas,'’
temblores, incapacidad para volar, obscurecimiento y pérdida de
vellosidades tanto en térax como en abdomen?' y la muerte se presenta
de uno a dos dias después de la administracion del virus;'” sin embargo,
es dificil observar la presentacion de la paralisis a nivel de toda la colonia,
a pesar que se tenga comprobado que dicha colonia haya muerto a causa
de este virus.?' Los problemas que este virus causa a las abejas
aumentaron significativamente con la diseminacion mundial de V.
destructor, por lo tanto, ha aumentado su virulencia cuando se asocia con
varroa' ya que se ha visto esta asociacién en la pérdida de colonias

causada por varroa, principalmente en Europa entre 1980 y 1990.2" A
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pesar de que se considera que varroa transmite este virus tanto a adultas
como a pupas (con una eficacia de 50 a 80%), se cree que no hay
replicacion de dicho virus en el acaro.?! Al igual que el virus de la paralisis
cronica su transmision es favorecida por épocas de calor y por reinas con
alta consanguinidad® y esta dada por las secreciones de las glandulas

salivales que las abejas adultas dan al alimento.??

Virus de Kashmir: se trata de un virus ARN de la familia Dicistroviridae
que tiene una distribucion mundial,?" con excepcién del continente
africano®y se ha visto que se presenta con una mayor frecuencia en Norte
América y Nueva Zelanda.?' No se cuenta con datos de la presencia de
este virus en territorio nacional.?!?* En colonias con presencia de este
virus se observa una baja drastica en la poblacion de abejas adultas, lo
cual puede dar como resultado que aparentemente haya enfermedad en
la cria, pero se debe a la falta de abejas nodrizas.?’ Se ha demostrado
que el grado de patogenia y su virulencia depende de su forma de
transmision.'” Algo importante es que este virus ha sido detectado en la
saliva de varroa,?' por lo que es considerado un vector del virus de
Kashmir, que también se ha visto asociado en casos de nosemosis y
loque europea.® Por lo tanto, el control de estas enfermedades ayuda al
control del virus mismo.® Se ha observado su implicacion en la pérdida de
colonias a causa de dicho acaro por lo que es considerado un marcador

significativo en las colonias con signos de CCD.?!
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Virus de las celdas reales negras: se trata de un virus ARN2
perteneciente a la familia Dicistroviridae.?® Este virus esta presente dentro
del territorio mexicano, de hecho, el primer reporte en nuestro pais fue
hecho recientemente (2013).2” Recibe su nombre a causa de las areas
obscuras en las paredes de las celdas que contienen a las pupas
infectadas.’”® Es comun en abejas adultas, afecta principalmente a
prepupas y pupas de abejas reinas, sobre todo durante la primavera y el
verano. Las obreras infectadas no presentan signos clinicos, pero
transmiten el virus a las larvas de reina por medio de la jalea real.?” La
infeccion con este virus se da de manera frecuente en conjunto con
infestaciones del microsporidio Nosema spp.,'® pero se ha ligado con
mayor frecuencia especificamente a Nosema apis 2% 2° y se cree que
puede estar relacionado con la mortalidad de adultas que presenten este
parasito,?® ya que este microsporidio es considerado la principal via de

transmision del virus de las celdas reales negras.?®

Virus de la cria sacciforme: este virus ARN pertenece a la Familia
Iflaviridae®’ y se ha reportado presente dentro de la Republica Mexicana.??
La infeccidon se presenta con mayor frecuencia durante la primavera
cuando la poblacién esta creciendo rapidamente. Este es un virus que
afecta a la cria y resulta en la muerte larval. La larva infectada no llega a
convertirse en pupa y el liquido ecdisial, el cual esta lleno de particulas
virales, se acumula debajo de la cuticula, formando un saco que le da

nombre a la enfermedad. La larva sufre un cambio de coloracién de blanco
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aperlado a un tono amarillento y poco después de la muerte la larva se
seca, formando una “escama” obscura de color café. Este virus también
puede llegar a afectar a las abejas adultas, aunque en ellas no se
observan signos clinicos evidentes, pero puede acortar el periodo de vida

de las adultas.3'

1.4 Virus de las alas deformes (VAD) y sus efectos en la salud de

las abejas

El VAD es un Iflavirus perteneciente a la familia Iflaviridae, que tiene forma
icosahédrica y estd compuesto por una hebra simple de ARN.' 32 Fue
identificado por primera vez en 1973, en abejas adultas de colonias ubicadas en
Egipto, razén por la que en un principio se denomind virus egipcio de las
abejas.33 Posteriormente, en 1982, se aisld el virus en una muestra de abejas
adultas deformes colectadas en Japdén, comenzando asi a asociarse estas
deformidades con la presencia del virus;3* en 1989 Ball relaciona los signos de
deformidad en las abejas con un virus que habia descubierto afios antes, por lo
que le denomina “virus de las alas deformes”.'” En 2012 Guzman-Novoa et al

hacen el primer reporte de la presencia de este virus en México.??

Este virus es uno de los mas importantes para la apicultura por el impacto que
tiene, por ejemplo, en algunas partes de Europa y en algunas épocas del afo,
se puede encontrar que el 100% de las colonias estan infectadas con VAD. El
principal huésped de este virus es la abeja europea y se ha distribuido

mundialmente gracias a su relacion tan cercana con el acaro V. destructor,
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aunque también ha sido aislado de Apis cerana, Apis florea y algunas especies
de abejorros. Recientemente se ha demostrado que el VAD es capaz de afectar

al pequeiio escarabajo de la colmena, Aethina tumida'” (Figura 4).

Las anormalidades asociadas a la presencia de este virus en colonias de abejas
meliferas son: malformacion de apéndices (principalmente alas), disminucion en
el tamano del abdomen o abultamiento del mismo, peso corporal y
despigmentacion; todo esto tiene como consecuencia disminucion en la
longevidad de la abeja adulta acortando su vida a menos de 67 h.3* 3% También
se observa mortalidad de las pupas. Todos estos problemas son signos de las

ultimas etapas reportadas en el Sindrome del Colapso de las Colonias.3*

De manera reciente, se ha mostrado en nuestro pais evidencia de una baja
replicacion viral tanto del VAD como del virus de celdas reales negras en abejas
africanizadas, en comparacion con abejas de origen europeo, lo cual sugiere que
hay una mayor resistencia viral por parte de las abejas de origen africanizado a

la replicacién del virus.36

El VAD puede ser transmitido de manera vertical por el acaro V. destructor,'” y
se debe considerar un punto clave en la biologia y comportamiento de las abejas:
de manera individual las abejas se reproducen gracias a una reina fértil que
pondra huevos fecundados (que dan origen a hembras) o sin fecundar
(machos),?* donde juega un papel importante la transmision tanto de la reina
como del zangano a su descendencia pero también debe tomarse en cuenta la
reproduccion de la colonia gracias a la enjambrazon.' 34 Esta forma de
transmision no provoca ningun signo clinico ni ningun tipo de impacto negativo

en la colonia.3*
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La transmision horizontal se da principalmente a través de las abejas nodrizas
hacia las larvas por medio de la alimentacion,'” dando también infecciones

cerradas.3

La presencia del VAD con ausencia de signos clinicos de enfermedad ha sido
demostrada para todas las etapas de metamorfosis en las tres castas asi como
en secreciones glandulares utilizadas para alimentar a las larvas y a la reina, lo
cual sucede de manera aislada, es decir sin la presencia de varroa; ésta
condicion es conocida como una infeccion cerrada y consiste en la ausencia de
signos clinicos de la enfermedad en presencia de particulas virales.3* Ademas,
se cree que dicha infeccidn es persistente, esto se refiere a que existe una
produccion baja pero constante de particulas virales dentro de la célula
infectada.3* Dicha persistencia del virus va mas alla del tiempo de vida del
individuo afectado, lo cual puede ser atribuido a la transmisién vertical y la
presencia de virus viables que pueden causar una infeccién abierta en un

momento determinado.34

Se considera que puede llegar a haber un cierto balance entre el hospedador y
el virus aun cuando éste se esté replicando persistentemente, ya que no llega a
destruir la célula infectada y, en caso de que si se produzca la muerte celular,
ésta es compensada por la produccion de nuevas células, por lo tanto, no hay
una pérdida celular significativa. Sin embargo, si causa enfermedad y si altera la

homeostasis del individuo, por lo que su condicion se ve desmejorada.3

Se han reportado casos en Inglaterra y Sudafrica, donde audn en la ausencia de
una infestacioén con Varroa destructor el VAD ha causado problemas serios como

la muerte de reinas y de colonias sin signos clinicos de enfermedad (lo Unico
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perceptible fue la muerte).3* Por otro lado, Dainat y colaboradores encontraron
que Varroa destructor y el virus de las alas deformes reducen el tiempo de vida
de las abejas durante el invierno por lo que puede ser un mecanismo por el cual

se pierdan las colonias.3’

1.5. Interaccion entre Varroa y el Virus de las Alas Deformes

(VAD)

Estudios epidemiologicos demuestran que el VAD es el virus con mayor
prevalencia dentro de las colonias infestadas con acaros sin importar si las

colonias son fuertes, débiles o incluso a punto de colapsar.34

La forma de transmision mas estudiada de este virus ha sido la vectorial, por
medio de varroa, en donde el acaro se infecta al alimentarse de pupas o abejas

adultas infectadas (fase forética).”

Algunos investigadores han hecho estudios para conocer la relacién entre el VAD
y V. destructor y la importancia del papel que éste juega en la replicacién del
virus. Se ha visto que V. destructor causa inmunosupresion a las abejas, lo cual
permite la replicacién del virus; también se ha encontrado una correlacion
positiva entre el nivel de infestacion en las pupas con la probabilidad de que las
abejas presenten alas deformes cuando emerjan, pero no sélo esto, sino también

con la severidad en la deformidad de las alas."”

Esta inmunosupresion en pupas parasitadas puede llegar a activar la infeccion

cerrada y presentar los signos clinicos de la enfermedad (infeccion abierta).3*
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Las infecciones de tipo abiertas se presentan cuando la replicacion y transmision
del VAD se da principalmente por parte de varroa, aunque recientemente se ha
demostrado que el ectoparasito Tropilaelaps mercedesae (que también afecta a
Apis mellifera) transmite el VAD a pupas y resulta en infecciones abiertas, lo cual
sugiere que es la ruta de transmision y no la especie del acaro lo que determina
el resultado de la infeccion.®* La mayoria de las veces las infecciones abiertas
son infecciones agudas, ya que se produce un alto nivel de particulas virales en
un periodo corto de tiempo y se manifiestan signos evidentes de la enfermedad.3*
Bajo ciertas circunstancias la transmision del VAD por parte de un vector puede
dar como resultado infecciones abiertas crénicas que pasan desapercibidas en
condiciones naturales y solo se vuelven notorias cuando el mal rendimiento de

las pecoreadoras infectadas afecta la produccion de la colonia.3*

En las infecciones abiertas las abejas adultas que emergen con deformidades,
asi como la pérdida prematura de las abejas obreras y la cantidad de energia
invertida en criarlas, junto con la notoria deficiencia en el aprendizaje causada
por la transmision vectorial, tienen como resultado un impacto negativo en la

colonia cuando se producen demasiadas abejas no viables.3*

Un estudio demostré que hay niveles menores de transcripcién de genes que
codifican para péptidos antimicrobianos en pupas con niveles bajos de
infestacion; en las pupas con altas infestaciones se encontré menor numero de

estos péptidos.3*

Sin embargo, aun cuando se tenga una colonia altamente infestada con V.
destructor y que el 100% de estos acaros sean transmisores del VAD, la mayoria

de las abejas que fueron infectadas en la etapa de pupa, emergen sin ningun
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tipo de deformidad,’” por lo que la transmision del VAD hacia las pupas es
necesaria mas no suficiente para que se presenten las alas deformes;3* esto ha
dado pie a que se realicen estudios donde se ha demostrado que V. destructor
no es solo un vector mecanico, sino también funciona como vector biolégico del
virus al permitir la replicacion del mismo antes de transmitirlo, en estos estudios
se ha visto que las infecciones con VAD en donde las abejas muestran signos
clinicos evidentes estan relacionados con infestaciones con varroa en donde el
virus se replico, por lo que el acaro tiene altos titulos virales; mientras que las
infecciones con VAD donde las abejas no muestran signos clinicos evidentes se
relacionan con infestaciones de acaros donde el virus no se replico y sus titulos
virales son significativamente menores.'” Esto sugiere que la replicacion del VAD
en los acaros puede resultar en titulos virales superiores a cierto umbral, esto
seguido de la transmision por parte del vector la cual es necesaria y suficiente

para que las abejas infectadas emerjan con signos de deformidad en las alas.3*

Los virus con menor virulencia, como es el caso del VAD, son mayormente
asociados (en conjunto con varroa) al Sindrome del Colapso de las Colonias, ya
que los virus mas virulentos matan a la pupa, y por lo tanto, al acaro antes de

que éste pueda completar su ciclo reproductivo.34

1.6. Efecto de acaricidas sobre el virus de alas deformes (VAD)

Hay pocos estudios que se refieren al efecto que tienen ciertos acaricidas sobre

el VAD, uno de los cuales fue realizado por Locke, et al.'®
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Recientemente se ha demostrado que hay pesticidas que son un factor de estrés
extra para las abejas y que pueden influir en su susceptibilidad hacia las
infecciones con diferentes patogenos,'® este estudio fue realizado en Uppsala,
Suecia (2008). Se escogieron nueve colonias con caracteristicas similares en
cuanto a proporciones de abejas adultas, cria, miel, polen e infestacion con el
acaro Varroa destructor. Tres de estas colonias sirvieron de grupo testigo, es
decir no se les aplicoé ningun tipo de tratamiento; a las otras seis colonias se les
aplico un tratamiento acaricida con Apistan®'. Se tomaron cuatro tipos de

muestras: pupas infestadas, pupas sin infestar, abejas adultas y acaros.’

Se trabajo principalmente con VAD, virus de las celdas reales negras y virus de

la cria ensacada.’®

El porcentaje de infestacion con el acaro, en un inicio, fue mas grande en el grupo
tratado que en el grupo no tratado, tanto en la cria como en las abejas adultas.
El tratamiento acaricida redujo el porcentaje de infestacion de manera
significativa aunque no lo eliminé por completo. La poblacién tanto de abejas
adultas como de cria de las colonias testigo se redujo a casi la mitad de la
poblacién inicial. Los signos clinicos para VAD fueron observados con cada vez
mas frecuencia en las colonias sin tratamiento, mientras que en las colonias
tratadas esa frecuencia iba disminuyendo. Todas las colonias sin tratamiento

murieron antes o durante el invierno.®

IAPISTAN NOVARTIS SALUD ANIMAL S.A de C.V. Tiras de plastico impregnadas con 10
g de tau-fluvalinato, utilizadas para el control de la parasitosis externa de las abejas y varroa.
Se recomienda dejar el tratamiento por un periodo no menor a 6 semanas y no superior a 8
semanas. (http://www.medicamentos.com.mx/DocHTM/26210.htm)
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Inicialmente se observd un aumento de los titulos del VAD en las colonias
tratadas en las pupas y abejas adultas tanto infestadas como no infestadas, esto
no se observo en las colonias no tratadas. El efecto mas notorio del acaricida fue
la reduccidén en los titulos del VAD en las muestras de acaros de las colonias

tratadas alrededor de la 42 o 52 semana de tratamiento.’®

En cuanto a los virus de celdas reales negras y cria ensacada se observd que
los titulos virales fueron mas altos en las abejas de las colonias tratadas que en
las que no tuvieron tratamiento; también se observé que las fluctuaciones de los
titulos virales, en los diferentes tipos de muestras parece ser que son azarosos
en lugar de progresivos. Respecto a estos virus no se observaron diferencias
entre la cria infestada y la no infestada. Tampoco se encontré una relacion de
titulos virales entre la cria infestada y sus acaros, lo que sugiere que la cria, ya

sea infestada o no infestada, no es afectada por la infestacién con varroa.'®

Por otro lado, los titulos virales del VAD entre la cria infestada y sus acaros estan
altamente relacionados.’ En este estudio se observo un incremento significativo
en los titulos virales del VAD cuando se inici6 el tratamiento con el tau-fluvalinato
en las abejas adultas y en la cria tanto infestada como no infestada.
Posteriormente hubo una ligera y progresiva reduccién en los titulos virales de
las colonias con tratamiento. Las abejas y la cria sin infestar nunca tuvieron
titulos virales mas bajos que las colonias sin tratamiento durante el periodo de
tratamiento. Fue sélo hasta la cuarta semana de tratamiento que titulos de las
pupas infestadas alcanzaron un nivel por debajo de aquellas sin tratamiento.
Esto demuestra los cambios que se ven a corto plazo en los titulos virales

durante el tratamiento acaricida.'®
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El incremento en los titulos virales al inicio del tratamiento puede ser atribuido a
que esta es la etapa en que el Apistan tiene el mayor efecto quimico, lo que
pudiera traer como consecuencia un debilitamiento en el sistema inmune de las
abejas, haciéndolas mas susceptibles a la infeccién por VAD. El decremento
posterior en los titulos puede deberse a la disminucion del acaro, asi como a una
posible adaptacion por parte del sistema inmune de las abejas a la presencia del
acaricida. Ha sido demostrado que el tau-fluvalinato interfiere con los canales de
sodio de las células, los cuales son un blanco para los virus, ya que muchas
veces estos interfieren con la presiéon osmatica para reventar a la célula y liberar
nuevas particulas virales.'® Algunos acaros de varroa son hospederos del VAD
y aunado al tratamiento acaricida puede ser que suceda lo mismo y el tratamiento
también interfiere en los canales de sodio de varroa, por lo que los acaros que
sobreviven son aquellos que tienen bajos titulos virales y en los cuales no sucede

la replicacion.’®

Otra de las observaciones inesperadas de este estudio fue que los titulos virales
de las colonias tratadas siguieron siendo altas aun después de la remocion de
acaros, lo mismo sucedio con las pupas no infestadas, las cuales tuvieron altos
titulos virales durante todo el estudio a pesar de no haber tenido ningun contacto
con varroa; esto sugiere que el VAD puede mantenerse en la colonia por algun
tiempo incluso después de haber eliminado al acaro, esto se puede deber a otras
vias de transmisién como la vertical o la oral. Esta reduccion en el numero de
abejas deformes de las colonias tratadas puede deberse a que durante el
tratamiento acaricida la poblacion de adultas se deriva, cada vez con mayor
frecuencia, de pupas sin infestar, lo cual no siempre quiere decir que los titulos

virales en la colonia hayan bajado.'®
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El hecho de que los signos clinicos de esta enfermedad hayan desaparecido
paulatinamente de las abejas de las colonias tratadas y que en las abejas sin
tratamiento hayan aumentado aun cuando los titulos virales entre ambas
muestras no variaron significativamente, puede ser indicio de las circunstancias
particulares que se necesitan para que se presente la deformidad en las abejas;
por lo tanto no son sélo los titulos los que dan deformidad, también juega un
papel sumamente importante el momento y el modo en que es transmitido el
virus, es decir, la deformidad aparece cuando el VAD es transmitido por varroa
durante la etapa de pupa, ya que la transmisidon por varroa en adultas también

resulta en titulos virales altos, pero no en deformidad.’®

1.7 JUSTIFICACION

Al no haber medicamentos antivirales disponibles para el sector apicola y dado
que recientemente se ha generado evidencia que muestra que el virus de las
alas deformes (VAD) puede causar danos serios a las colonias de abejas, es
importante encontrar alternativas para mantener bajos los niveles de infeccion
del VAD en las colonias de abejas. En este sentido y dado que varroa es un
importante vector del virus, es razonable asumir que si se controla al acaro,
indirectamente se controlarian los virus que transmite, incluido el VAD. Por ello,
probar esta hipoétesis es relevante. Sin embargo, existen pocos estudios que la
han intentado probar, pero éstos fueron realizados bajo condiciones ecoldgicas
y climaticas muy diferentes a las del altiplano mexicano y ademas se realizaron
con abejas europeas y no africanizadas como con las que trabaja el apicultor

mexicano. Se sabe que el clima y la raza de abejas tienen efecto sobre los
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niveles de parasitismo de varroa en las abejas. Por otro lado, se ha observado
que los acaricidas pueden tener algun efecto sobre la poblacion de abejas
adultas. Por estas razones, se propuso probar el efecto del acaricida tau-
fluvalinato sobre las dinamicas de la infestacion de varroa y la relacién de ésta
con la carga viral del VAD, para determinar si al controlar varroa se controla
también, de manera indirecta, la infeccion por virus. Asimismo se propuso probar
el efecto que tiene el acaricida en la poblacion de abejas adultas de las colonias
con tratamiento. Todo esto realizado bajo las condiciones tanto climaticas como

de manejo del altiplano mexicano.

2. HIPOTESIS

El acaricida tau-fluvalinato reduce significativamente los niveles de parasitismo
de Varroa destructor y del virus de las alas deformes e incrementa la poblacién

de colonias de abejas meliferas en el altiplano mexicano.

3. OBJETIVOS

3.1. Determinar el efecto del acaricida tau-fluvalinato sobre los niveles de

parasitismo de Varroa destructor en colonias de abejas meliferas.

3.2. Determinar el efecto de reducir los niveles de varroosis sobre los niveles de

parasitismo del virus de las alas deformes en abejas meliferas.

3.3. Determinar el efecto de tratar colonias de abejas meliferas con el acaricida

tau-fluvalinato sobre su poblacion de obreras.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Area de estudio

Las muestras fueron obtenidas de diferentes apiarios separados entre si por una
distancia aproximada de 3 km ubicados en la delegacién Milpa Alta en la Ciudad
de México. Este lugar esta ubicado al sur de la misma, con temperaturas de 8 —

14 °C y la altitud entre 3250 a 3700 metros sobre el nivel del mar.38

La preparacion de las muestras fue realizada en el Laboratorio de diagnéstico
perteneciente al Departamento de Medicina y Zootecnia de Abejas, Conejos y
Organismos Acuaticos (DMZ de ACyOA) de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia (FMVZ), ubicado en Ciudad Universitaria (CU) de la Universidad

Nacional Autbnoma de México (UNAM), en la ciudad de México.

El procesamiento de las muestras (extraccion de ARN, produccion de ADN
complementario y amplificacion por PCR) se realizd en el Laboratorio de
Investigaciones en Abejas, ubicado en el edificio Edmund C. Bovey de la

Universidad de Guelph en la provincia de Ontario, Canada.

4.2 Seleccion de colonias experimentales

Se seleccionaron 16 colonias con niveles de infestacion de varroa mayores al
3% y de cada una de ellas se midio la fortaleza de la colonia, cuidando que todas
las colonias tuvieran una fortaleza similar, para de esta manera hacer dos grupos
de estudio: un grupo de ocho colonias que fue el grupo testigo al que no se le

proporciond ningun tratamiento, mientras que al grupo de las ocho colonias
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restantes se les traté con Apistan® (tau-fluvalinato) por un periodo de seis

sSemanas.

Estas colonias fueron identificadas con las siglas Tx para las colonias con
tratamiento y STx para las colonias sin tratamiento, ademas se les dio un numero
de identificacion para diferenciarlas unas de otras. De esta manera se cont6 con
8 colonias con tratamiento (Tx1, Tx2, Tx3, Tx4, Tx5, Tx6, Tx7 y Tx8) y 8 colonias

del grupo testigo (Stx1, Stx2, Stx3, Stx4, Stx5, Stx6, Stx7 y Stx8) (Figura 5).

4.3 Determinacion de la poblacion de abejas

La determinacion de poblacién de abejas y fortaleza de las colonias se realizd
en cada uno de los cuatro muestreos (Cuadro 1). La determinacion inicial se hizo
para poder hacer los dos grupos de estudio y que éstos tuvieran caracteristicas
y condiciones similares. Esto se hizo al revisar la colmena, cuando se abrio, en
la camara de cria se utilizé6 muy poco humo para impedir que las abejas adultas
se alejaran. De esta manera se pudo contar el numero de bastidores que se
encontraron cubiertos de abejas adultas. En caso de que solo una cara del

bastidor tuviera abejas, este se conté como medio bastidor.3°

Este procedimiento se realizé en los cuatro muestreos para poder comparar
cémo fue variando la fortaleza de cada colonia antes y después de la aplicacién

del tratamiento.
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4.4 Determinacion de niveles de varroosis

Se determiné el nivel de infestacion de varroa en abejas adultas de cada colonia

en cada uno de los cuatro muestreos usando el método De Jong?*® (Cuadro 2).

Para este procedimiento se tomaron muestras de abejas adultas
(aproximadamente 200) en un frasco de plastico de boca ancha que contenia
alcohol al 70%. Para realizarlo se sacaron varios bastidores de cdmara de cria y
se eligio el que mayor numero de abejas adultas tenia, se revisé que no estuviera
la reina en ese bastidor y se deslizé la boca del frasco de plastico sobre las
abejas, tocandolas ligeramente y sin tener contacto con la cera, este movimiento
se realiza de arriba hacia abajo y de esta manera las abejas caen dentro del

frasco con alcohol.
Los pasos a seguir fueron los siguientes:

1. Se agitd la muestra dentro del frasco de plastico por un minuto. Esto con
el fin de que se desprendiera el mayor numero de varroas posibles.

2. La muestra, junto con el alcohol, se transfiri6 a un embudo de PET,
verificando que la tapa estuviera cerrada. A este embudo se le coloco un
fondo con alambre de malla con aberturas de 4 mm en donde se colocaron
las abejas y se le agrego el alcohol al 70% necesario para cubrir por
completo la muestra.

3. La muestra se agité de manera circular, con la ayuda de una varilla de
vidrio, por un minuto.

4. Debajo del embudo se colocé una tela de algodén, de donde se obtuvieron

las varroas en las muestras positivas.
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5. Se abrio la tapa lentamente, de manera que el contenido cayera sobre la
tela de algodon (la malla de 4 mm impidié que las abejas cayeran a la
tela).

6. Se contd el numero de varroas en la tela de algodén o que quedaron en
la tapa.

7. Enlos casos donde la muestra fue positiva se contaron todas las abejas
de la muestra y se dividié el numero de varroas entre el numero de abejas
y después se multiplicd por 100, ya que se estaba sacando un

porcentaje.*

4.5 Tratamiento con tau-fluvalinato

El acaricida comercial utilizado fue el Apistan® que consiste en tiras de plastico
con tau-fluvalinato, un potente pesticida piretroide, no volatil, con 98% a 100%
de eficacia contra el acaro varroa, excepto cuando hay resistencia por parte del

acaro' (Figura 6).

Este tratamiento se administré el 09 de septiembre del 2013 a ocho colonias
diferentes (Tx1-Tx8) y se dejo ininterrumpido durante seis semanas, se retird el

21 de octubre del 2013.

4.6 Muestreos de abejas adultas y cria

Se realizaron cuatro muestreos en total: uno antes de iniciar el tratamiento (07
de septiembre del 2013), el segundo se realizé justo cuando se retir6 el

tratamiento (21 de octubre del 2013), el tercero fue dos semanas posteriores al
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retiro del tratamiento (04 de noviembre del 2013) y el ultimo un mes después del

retiro del tratamiento (20 de noviembre del 2013).

Para el muestreo de abejas adultas para la determinacion de los niveles de

varroosis se siguieron las indicaciones de De Jong et al.*?

Para el muestreo de abejas adultas destinadas al diagndstico del VAD se
utilizaron tubos Falcon de 50 mL a los cuales se les hicieron pequefios orificios
en la tapa para que las abejas pudieran respirar; el procedimiento fue el mismo
para la recoleccion de abejas para el diagnostico de varroosis (se deslizé el tubo
sobre las abejas, de arriba a abajo para que las abejas cayeran dentro del tubo)
s6lo que en esta ocasion no se utilizo alcohol, ya que se requeria que las abejas
estuvieran vivas. Cada tubo se identifico con la fecha y el numero de la colonia
para su posterior procesamiento. Se colectaron un aproximado de 30 abejas
obreras adultas por frasco, por colonia, por cada muestreo realizado. Estos tubos
fueron colocados en una bolsa con refrigerante, de esta manera las abejas
bajaron su metabolismo y permanecieron con vida hasta llegar al Laboratorio del

DMZ de ACyOA en la FMVZ-UNAM.

El muestreo de cria se realizé al escoger un bastidor de camara de cria que
tuviera la mayor cantidad de cria operculada posible. Se corté un cuadro de panal
con cria cerrada de aproximadamente 10 X 10 cm, se coloco sobre una hoja de
papel bond con su correspondiente identificacion y se envolvié en una franela
para conservarlo caliente, cada uno de estos trozos de panal fueron introducidos
en una hielera de unicel para que conservaran la temperatura y la cria

sobreviviera el tiempo necesario para llegar a la FMVZ-UNAM.
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Las abejas, tanto crias como adultas, se transportaron al Departamento de
Biologia Ambiental de la Universidad de Guelph, Canada en tubos de centrifuga
de 1.5 mL con 1.5 mL de RNALater®? para su conservacion. Cada tubo contenia
tres abejas adultas o tres pupas que se puncionaron para que el RNALater®
penetrara a los tejidos y asi se facilitdé la conservacion del acido nucleico. Cada
tubo se identifico, por dentro y por fuera, con una etiqueta que indicaba el nombre
del apiario, numero de colonia, fecha de muestreo y contenido del mismo. En
total se transportaron 1,280 tubos, divididos en 10 tubos de cria y 10 tubos de

adultas por colonia por muestreo (Cuadro 3).

4.7 Diagnéstico y cuantificacion del VAD

Esto fue realizado en el Laboratorio de Investigaciones en Abejas de la
Universidad de Guelph en Ontario, Canada. Para esto se realiz6 la extraccion de
ARN, la sintesis de ADN complementario (ADNc), la amplificacion de un
fragmento del ADNc mediante la Reaccion en cadena de la polimerasa con

transcriptasa inversa (RT-PCR) y la semicuantificacion relativa de ARN viral.

4.7.1 Extraccion de ARN

Para la extraccion se homogeneizaron tres abejas adultas o tres pupas

(dependiendo de la muestra) con la ayuda de mortero, pistilo y nitrégeno liquido,

2RNALater® Solution. RNA Stabilization Solution 500mL. Solucién utilizada para estabilizar
y proteger el ARN celular.
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todos los materiales usados para la homogenizacion fueron lavados vy
esterilizados antes de ser utilizados. A este homogeneizado se le agregaron 800
Ml de una mezcla de Fenol, Cloroformo y Alcohol Isoamilico (proporcidn 25:24:1)
y 800 ul de buffer de extraccién y se centrifugd a 13,000 revoluciones por minuto
(rpm) durante 15 minutos. Al sobrenadante se le agregd la misma cantidad de
una mezcla de Cloroformo, Alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugd a 13,000 rpm
(aproximadamente 16,600 g) durante 5 minutos. Al sobrenadante, resultado de
esta centrifugacion, se le agreg6 4 de su volumen de Cloruro de litio (LiCl) para
precipitar el ARN a 4 °C durante la noche. Al dia siguiente, se centrifugaron los
microtubos a 13,000 rpm por 5 minutos, se desechd el sobrenadante y se
conservo el pellet de ARN, el cual se lavé con 500 pl de etanol al 70%, se
centrifugaron a 12,000 rpm por 3 minutos, se desecho el sobrenadante y se seco
el pellet de ARN durante aproximadamente 30 minutos en una campana de flujo
laminar. Posteriormente se le agregaron 25 pyl de agua tratada con
dietilpolicarbonato. Se incubaron las muestras en bafno maria por 3 minutos a 60
°C y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 segundos. La cantidad total de
ARN extractado fue determinado con un espectrofotdmetro (Nanovue GE
Healthcare; Cambridge, UK)3® (Figura 7). El ARN se conservé en un congelador

a-20 °C.

4.7.2 Sintesis de ADNc

Para la sintesis de ADNc se utilizaron 2 ug del ARN extractado previamente (sé6lo
las muestras de las que se obtuvieron concentraciones de ARN mayores a 190

ng/ul). Esta cantidad de ARN fue retrotranscrito usando Oligo (dT)1s y M-MuLV
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RT con el RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas Life

Sciences; Burlington, Ontario), siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.7.3 RT-PCR

El VAD fue detectado usando el primer de ida por Chen et al (2005) y un primer
de reversa disefiado por Guzman-Novoa et al (2012), asi como un gen de
referencia propio de la abeja (RPS5) que se utilizé en todas las reacciones de
RT-PCR como un control con el cual, posteriormente, se realizé la cuantificacion

relativa del virus.

Todas las reacciones de PCR fueron realizadas con un termociclador
(Mastercycler, Eppendorf, Mississauga, Ontario). Cada 15 pl de reaccién
contenia 1.5 yl de 10x PCR buffer (New England BioLabs; Pickering, Ontario)
0.5 yl 10 mM de dNTPs (Bio Basic Inc.; Markham, Ontario), 1 ul de 10 uM de los
primers tanto de ida como de reversa, 0.2 ul 5 U/ul de la enzima Taq polimerasa
(New England BioLabs; Pickering, Ontario), 1 ul de ADNc elaborado previamente

y 7.8 pl de agua estéril desionizada.

El termociclador fue programado para correr a 94 °C por 3 min, seguido de 35
ciclos de 30 seg a 94 °C, 60 seg a 55 °C y 60 seg a 72 °C y un paso final de
extensién a 72 °C por 10 min. Los productos de PCR fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 1.1% y fue coloreado con bromuro de etidio.
Las bandas amplificadas tanto del gen de referencia como del ADNc viral fueron
capturadas en imagenes fotograficas usando una camara digital con un

Transiluminador UV Benchtop (BioDoc-ItM Imaging System; Upland, CA, USA).
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4.7.4 Cuantificacion relativa de la carga viral

Para la cuantificacién de la carga viral, se emple6 un método de cuantificacion
relativa, en donde se utilizd el programa Scion Image para la cuantificacion de
pixeles en las imagenes capturadas de las muestras que resultaron positivas al
virus de las alas deformes (VAD)*2. Este es un programa utilizado para analizar
y procesar imagenes, puede usarse para medir areas, promedios, perimetros,

entre otros.

Las imagenes fotograficas de las bandas amplificadas del gen de referencia y
del ADNc viral se guardaron en la computadora en la modalidad de mapa de bits
(bmp), después se abrieron dichas imagenes en el programa Scion Image y se
procedié a seleccionar el area de las bandas (tanto la banda del VAD como la
banda del gen de referencia) de cada una de las muestras amplificadas (Figura
8). El programa automaticamente crea dos parabolas de cada muestra (una
correspondiente a la banda del ADNc y la otra a la banda del gen de referencia),
las cuales se delimitan y se le indica al programa que realice las mediciones de
ambas bandas. (Figura 9) Estas mediciones se copian al programa de Excel y
la cuantificacién relativa de la carga viral se obtiene de dividir los resultados del
conteo de pixeles de la banda del ADNc entre los resultados del conteo de

pixeles del gen de referencia.

4.8 Analisis estadistico

Utilizando el programa R (R development Core Team 2012) se realizd un analisis

de varianza a los datos obtenidos de los niveles porcentuales de infestacion de
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V. destructor en abejas adultas de todas las colonias, los cuales se transformaron
al arcoseno de la raiz cuadrada antes de ser analizados; al numero promedio de
bastidores cubiertos con abejas adultas de todas las colonias y a la cuantificacion
relativa del VAD en abejas adultas y cria de todas las colonias, tanto tratadas
como no tratadas con el acaricida, los cuales fueron transformados a logaritmos

antes de ser analizados.

5. RESULTADOS

5.1. Efecto del acaricida tau-fluvalinato sobre los niveles de

parasitismo de V. destructor

El acaricida tau-fluvalinato redujo significativamente los niveles de infestacion
del acaro V. destructor de las colonias tratadas en relacion a las no tratadas
(P<0.001). A las seis semanas y al final del tratamiento, las colonias tratadas
tenian cuatro veces menos infestacién de V. destructor que las no tratadas y la
diferencia en niveles de infestacién se mantuvo significativa entre los dos grupos
de colonias, por lo menos hasta el ultimo muestreo, el cual ocurrié un mes
después de terminados los tratamientos. No hubo efectos de interaccion entre

tratamiento y periodo de muestreo (P>0.05) (Cuadro 4, Figura 10).
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5.2 Efecto del acaricida tau-fluvalinato sobre la poblacién de

abejas adultas

Las colonias tratadas y no tratadas con el acaricida tau-fluvalinato no difirieron
en cuanto a su poblacién de abejas adultas, ni antes ni hasta un mes después
de concluidos los tratamientos (P>0.05). Tampoco hubo efectos de interaccion

entre tratamiento y periodo de muestreo (P>0.05) (Cuadro 5, Figura 11).

5.3 Efecto de la reduccion de varroosis sobre los niveles del

virus de las alas deformes en abejas (VAD)

Los niveles relativos de infeccion del VAD en abejas adultas fueron
significativamente menores en colonias tratadas con el acaricida tau-fluvalinato
que en colonias no tratadas, antes y hasta un mes después de terminados los
tratamientos (P<0.001). No hubo efectos de interaccion entre tratamiento y

periodo de muestreo (P>0.05) (Cuadro 6, Figura12).

Los niveles relativos de infeccion del VAD en la cria fueron significativamente
menores en colonias tratadas con el acaricida tau-fluvalinato que en colonias no
tratadas, antes y hasta un mes después de terminados los tratamientos (P<0.05).
No hubo efectos de interaccion entre tratamiento y periodo de muestreo (P>0.05)

(Cuadro 7, Figura 13).
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6. DISCUSION

6.1 Efecto del acaricida tau-fluvalinato sobre los niveles de

parasitismo de V. destructor

En este estudio, el uso del tratamiento con tau-fluvalinato durante seis semanas
redujo hasta cuatro veces la infestacion por varroa al comparar las colonias
tratadas con las no tratadas. Esto coincide con el estudio realizado por Locke et
al, donde el acaricida (tau-fluvalinato) redujo significativamente el porcentaje de
infestacion por el acaro, tanto en cria como en abejas adultas, pero no eliminé
por completo su presencia.' En este estudio, al final del tratamiento y hasta un
mes después del mismo se detectd cero por ciento de infestacion en cinco de las
ocho colonias que se sometieron al tratamiento con tau-fluvalinato; de las tres
colonias restantes, dos de ellas tuvieron bajos porcentajes de infestacion (1.84 y
0.96) y una tuvo un alto porcentaje de infestacion (7.5). En base a esto, se puede
concluir que el tratamiento es una manera efectiva de controlar (ya que no
siempre se obtiene un 0% de infestacion después del tratamiento) la infestacion
por varroa y de esta manera reducir los efectos negativos que tiene el acaro tanto

en poblacion de abejas como en produccidon de miel, entre otros.

6.2 Efecto de la reduccion de varroosis sobre los niveles del
virus de las alas deformes en abejas
Al inicio de este estudio, se consideré que el tratamiento con tau-fluvalinato

reduciria significativamente los niveles de parasitismo por varroa en las colonias

tratadas, asimismo, reduciria indirectamente y de manera significativa los niveles
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del virus de las alas deformes (VAD) en abejas. Di Prisco et al realizaron un
estudio en 2011 en donde comprobaron la relacidon existente entre los niveles de
parasitismo de Varroa destructor con la infeccion por VAD. Como resultados
obtuvieron que los niveles de virus de alas deformes eran significativamente
mayores en colonias que habian sido expuestas a una infestacion por varroa,
ademas observaron que en colonias débiles los titulos del VAD fueron
aumentando de manera constante hasta alcanzar su punto maximo siete dias
después de aplicado el tratamiento; mientras que en las colonias fuertes
expuestas a varroa hubo un aumento inicial en los titulos del VAD, que fueron

disminuyendo después del tratamiento.*3

Gregorc et al (2012) encontraron que tanto el VAD como el Virus de la Paralisis
Aguda lIsraeli se encontraban en niveles elevados en abejas y larvas que fueron
expuestas a varroa. Ademas de que en larvas expuestas al acaro se encontraron
altos niveles de VAD, en comparacion con las larvas que no fueron expuestas al
ectoparasito; de estas larvas, 89% de las que fueron expuestas a varroa tenian
niveles detectables del VAD, mientras que solo el 38% de las no expuestas al

acaro tenian niveles detectables del virus.**

Estos resultados eran de esperarse, ya que varroa es un vector conocido del

VAD y puede causar estrés y reducir la respuesta inmune de las larvas.*

En el estudio realizado por Locke et al (2012) el efecto mas importante del
tratamiento con el acaricida tau-fluvalinato se observé en los titulos virales de
abejas adultas para el VAD, pupa infestada para el Virus de las Celdas Reales

Negras y en pupa infestada y no infestada para Virus de la Cria Ensacada. Sin
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embargo, los titulos virales del VAD fueron los unicos afectados por el porcentaje

de infestacién con varroa.'®

En el estudio realizado por Martin et al (2010), se logré observar que una vez
que los acaros fueron removidos por el acaricida no fue posible detectar VAD en
cria operculada conforme los acaros iban siendo eliminados de las colonias a

tratar.4®

En el presente trabajo, los niveles relativos de infeccion del VAD en abejas fueron
significativamente menores en las colonias tratadas que en las colonias no
tratadas (tanto en abejas adultas como en cria). Esto indicaria que al remover
acaro, también disminuye los niveles del VAD. De hecho, tanto en abejas adultas
como en cria, los niveles del VAD en las colonias tratadas se redujeron casi a 0.
Sin embargo, este resultado, ademas del efecto del acaricida, también se debid
a que al momento de hacer los dos grupos de estudio (tratadas y no tratadas),
éstos se homogeneizaron en cuanto a poblacién y niveles de infestacién con el
acaro Varroa destructor y desde el inicio el grupo a ser tratado tenia menor
numero de colonias infectadas con el VAD y por lo tanto, menores niveles del
mismo. En este sentido, otros estudios como el de Guzman-Novoa et al (2012),
también observaron que, aunque habia presencia de virus (VAD, Virus de la
Paralisis Aguda lIsraeli, Virus de Cria Ensacada y ABPV) en abejas adultas,
acaros y cria de obreras, no habia una relacién aparente entre los porcentajes
de infestacion con Varroa destructor y el numero de virus detectados en las
diferentes colonias del estudio.?? Asi que la relacién varroa-VAD no siempre es

clara.
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6.3 Efecto del acaricida tau-fluvalinato sobre la poblacion de

abejas adultas

Aplicar el tratamiento con tau-fluvalinato durante seis semanas no redujo la
poblacién de abejas adultas de las colonias tratadas hasta un mes después de
que el tratamiento fue concluido. Las colonias no tratadas tampoco difirieron en

cuanto a la poblacion de abejas adultas a lo largo del estudio.

En el estudio realizado por Locke et al*®> el nimero de abejas adultas y de cria
de las colonias sin tratamiento se redujeron hasta casi la mitad de la poblacion
inicial. Los signos de abejas adultas con alas deformes fueron incrementando en
las colonias sin tratamiento; es probable que esto influyera en el bajo niumero de
abejas adultas, asi como el porcentaje de infestacion por varroa en las colonias

sin tratamiento.!®

Esta diferencia puede ser por los climas tan diferentes con los que cuentan los
dos lugares de estudio, ya que el realizado por Locke et al fue en Suecia donde
se tienen inviernos y diferencias climaticas muy marcadas, mientras que en la
zona de estudio del presente trabajo (la Ciudad de México) las diferencias
climaticas no son tan drasticas y marcadas; de hecho, en el estudio realizado en
Suecia, todas las colonias sin tratamiento murieron antes o durante el invierno

siguiente, mientras que todas las colonias tratadas lograron sobrevivir.'®
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7. CONCLUSIONES

La importancia de este trabajo radica en que no se han realizado muchos
estudios que pretendan demostrar las diferentes implicaciones que tiene la
aplicacién de un acaricida, como el tau-fluvalinato, en los niveles de infestacion
de un acaro como Varroa destructor, en la poblacion de abejas adultas de
colonias que son sometidas a dicho tratamiento y en niveles relativos de virus
de alas deformes (VAD) cuando se comparan colonias tratadas contra colonias
no tratadas. Se observo que el acaricida fue capaz de reducir significativamente
los niveles de infestacion por el acaro en colonias tratadas en comparacion con
las colonias que no recibieron el tratamiento, esto sin afectar negativamente a
la fortaleza de las colonias (poblacion de abejas adultas). Asimismo, se observé
que los niveles del VAD fueron significativamente menores, tanto en crias como
en obreras de colonias que se sometieron al tratamiento durante un periodo de
seis semanas; aunque esto haya estado en parte relacionado con el hecho de
que las colonias sin tratamiento tenian una carga viral mayor desde antes de
iniciar el tratamiento, por lo que no se encontré una relacion clara entre el

porcentaje de infestacion y la carga viral.

Hoy en dia son importantes los estudios de esta indole, ya que, si bien es sabido
que las infestaciones por Varroa destructor pueden llegar a ser mortales en
colonias de abejas, también se ha observado que no es solo varroa el unico
factor responsable de esto, sino que puede ser uno de los factores (como
pesticidas, patégenos, entre otros) que, en conjunto, causan este resultado

negativo, que cuando se ve a gran escala (ya que el parasitismo por varroa es
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considerado un problema importante en la apicultura a nivel mundial) trae

consecuencias tanto ecolégicas como econdmicas.

Los resultados de este estudio sugieren que seria conveniente realizar estudios
posteriores en donde se cuantifiquen los niveles del VAD antes de la aplicacion
del tratamiento para asi tener un punto de comparacién cuando se midan los
niveles del virus después del periodo de tratamiento y de esta manera poder
estimar con mayor exactitud la diferencia y el efecto que tuvo el tratamiento (de
manera indirecta al reducir los porcentajes de infestacion del ectoparasito) sobre
los niveles del Virus de las Alas Deformes. Por ejemplo, Martin et al 2010
realizaron un estudio para ver la prevalencia del VAD en colonias tratadas y no
tratadas contra el acaro y antes de iniciar el tratamiento se determinaron los
niveles del VAD (por la técnica de ELISA) en acaros, adultos y cria operculada
de cada una de las colonias pertenecientes al estudio para tener un punto de

referencia.*®
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CUADROS

Cuadro 1: Determinacion de la poblacion de abejas adultas en las 16 colonias de
estudio en cada uno de los muestreos

Primer muestreo

Segundo muestreo

Tercer muestreo

Cuarto muestreo

N° colonia | N°de B | N°colonia | N°deB | N°colonia | N°de B | N°colonia | N°de B
STx1 7.5 STx1 8 STx1 8 STx1 7
STx2 6 STx2 8 STx2 8 STx2 4
STx3 8.5 STx3 8 STx3 8 STx3 8
STx4 4 STx4 8 STx4 6 STx4 8
STx5 6 STx5 9 STx5 8 STx5 5
STx6 7 STx6 5.5 STx6 7 STx6 6
STx7 9 STx7 7 STx7 8 STx7 7
STx8 6 STx8 7 STx8 7 STx8 8

Tx1 7 Tx1 9 Tx1 7 Tx1 5
Tx2 7.5 Tx2 7 Tx2 7 Tx2 6
Tx3 7 Tx3 5 Tx3 7 Tx3 7
Tx4 8.5 Tx4 9 Tx4 9 Tx4 9
Tx5 2.5 Tx5 4.5 Tx5 5 Tx5 4
Tx6 5 Tx6 7.5 Tx6 6 Tx6 8
Tx7 5 Tx7 6 Tx7 6 Tx7 5
Tx8 6 Tx8 5.5 Tx8 8 Tx8 8

N° de colonia = identificacién de cada colonia dependiendo de la aplicacion o falta de
tratamiento. N° de B = numero de bastidores de camara de cria cubiertos por abejas adultas.

STx: colonias sin tratamiento. TX: colonias con tratamiento
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Cuadro 2: Determinacién del nivel de infestacion de Varroa destructor en abejas
adultas de cada colonia en cada uno de los cuatro muestreos

Primer muestreo Segundo muestreo Tercer muestreo Cuarto muestreo
N° colonia | % infestacion | N° colonia | % infestacion | N° colonia | % infestacion | N° colonia | % infestacion

STx1 4 STx1 7.18 STx1 4.59 STx1 9.4
STx2 1.7 STx2 6.25 STx2 7.38 STx2 2
STx3 3.78 STx3 3.03 STx3 2.87 STx3 3
STx4 3.8 STx4 0 STx4 1.36 STx4 0.88
STx5 3.2 STx5 1.17 STx5 1.47 STx5 4.28
STx6 4 STx6 3.07 STx6 8.66 STx6 8.51
STx7 10 STx7 7.05 STx7 2.68 STx7 1.4
STx8 5.2 STx8 0 STx8 0 STx8 6.7
Tx1 3.1 Tx1 3.29 Tx1 1.06 Tx1 7.5
Tx2 3.52 Tx2 1.94 Tx2 0 Tx2 0
Tx3 4.72 Tx3 0 Tx3 0 Tx3 0
Tx4 6.79 Tx4 0 Tx4 2.96 Tx4 0.96
Tx5 3.6 Tx5 0 Tx5 0 Tx5 0
Tx6 8.7 Tx6 0 Tx6 0 Tx6 0
Tx7 4 Tx7 0.74 Tx7 1.32 Tx7 0
Tx8 4.1 Tx8 0 Tx8 0 Tx8 1.84

N° de colonia = identificacion de cada colonia dependiendo de la aplicacion o falta de
tratamiento. N° de B = nimero de bastidores de camara de cria cubiertos por abejas adultas.
STx: colonias sin tratamiento. TX: colonias con tratamiento

Cuadro 3: Muestras analizadas en la Universidad de Guelph, Canada

Adultas Cria
Tipo de colonia Tx | STx | Tx | Stx
Primer muestreo 80 80 80 80
Segundo muestreo 80 80 80 80
Tercer muestreo 80 80 80 80
Cuarto muestreo 80 80 80 80
Total 640 640 1280

Tx: colonias sin tratamiento. STx: colonias sin tratamiento. NiUmero de tubos de centrifuga,
tanto de abejas adultas como de cria (pupas) que se enviaron a la Universidad de Guelph,

Canada.
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ANEXO

Cuadro 4. Analisis de varianza de los niveles porcentuales de infestacion de V.
destructor en abejas adultas de colonias tratadas y no tratadas con el acaricida tau-
fluvalinato antes del tratamiento y durante tres periodos quincenales de muestreo
posteriores al tratamiento

Fuente de
varianza GL SC CM F P
TX 1 73.2 73.2 12.1 0.001
PM 63.3 22.4 3.7 0.016
Tx X PM 3 33.7 11.2 1.9 0.15
Error 56 3391 6.1

Los datos fueron transformados al arcoseno de la raiz cuadrada antes de ser analizados. GL:
grados de libertad. SC: suma de cuadrados. CM: cuadrado medio. F: distribucion. P: probabilidad.
Tx: tratamiento. PM: periodo de muestreo

Cuadro 5. Analisis de varianza para el niumero promedio de bastidores cubiertos con
abejas adultas de colonias tratadas y no tratadas con el acaricida tau-fluvalinato antes
del tratamiento y durante tres periodos quincenales de muestreo posteriores al
tratamiento

Fuente de varianza GL CM F P
TX 1 5.3 24 0.126
PM 3 25 11 0.349
TxX X PM 3 0.4 0.2 0.906
Error 56 2.2

GL: grados de libertad. SC: suma de cuadrados. CM: cuadrado medio. F: distribucion.
P: probabilidad. Tx: tratamiento. PM: periodo de muestreo

Cuadro 6. Analisis de varianza de la cuantificacién relativa del VAD en abejas adultas
de colonias tratadas y no tratadas con el acaricida tau-fluvalinato antes del tratamiento
y durante tres periodos quincenales de muestreo posteriores al tratamiento

Fuente de varianza GL SC CM F P
T 1 0.41 0.41 15.3 <0.001
PM 3 0.09 0.03 1.2 0.334
X XPM 3 0.08 0.03 1 0.409
Error 56 1.49 0.03

Los datos fueron transformados logaritmos antes de ser analizados. GL: grados de libertad. SC:
suma de cuadrados. CM: cuadrado medio. F: distribucion. P: probabilidad. Tx: tratamiento. PM:
periodo de muestreo
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Cuadro 7. Analisis de varianza de la cuantificacion relativa del VAD en cria de abejas
de colonias tratadas y no tratadas con el acaricida tau-fluvalinato antes del tratamiento
y durante tres periodos quincenales de muestreo posteriores al tratamiento

Los datos fueron transformados logaritmos antes de ser analizados. GL: grados de libertad. SC:
suma de cuadrados. CM: cuadrado medio. F: distribucién. P: probabilidad. Tx: tratamiento. PM:
periodo de muestreo
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FIGURAS

Figura 1: Acaro hembra, adulto de Varroa destructor. Foto: Alex Wild

Dr. David Chandler

Figura 2: Pupa infestada con el acaro Varroa destructor. Foto: Chandler

Figura 3: Abeja deforme, probablemente a causa del acaro Varroa destructor. Foto: Ricardo
Anguiano

www.apiwiki .eu

Figura 4: Aethina tumida el pequefio escarabajo de la colmena
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Figura 5: Identificacion de una colmena con tratamiento

Figura 7. Espectrofotdmetro Nanovue GE Healthcare indicando una concentracion de ARN de
320.8ng/ul

Figura 8. Seleccion de las bandas tanto del ADNc (banda superior) como del gen de referencia
(banda inferior) de 3 muestras positivas al VAD para el posterior conteo de pixeles utilizando el
programa Scion Image.
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Figura 9. Medicion de la carga viral relativa utilizando el programa Scion Image. El pico superior
representa al VAD, mientras que el inferior al gen de referencia

Porcentaje de infestacion de V. destructor en abejas
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Figura 10. Porcentaje de infestacién de V. destructor en abejas adultas (+ EE) de colonias
tratadas y no tratadas con el acaricida tau-fluvalinato antes del tratamiento (AT) y durante tres
periodos quincenales de muestreo posteriores al tratamiento (DT1, DT2, DT3). Los datos fueron
transformados al arcoseno de la raiz cuadrada antes de ser analizados. Literales diferentes sobre
las medias muestran diferencias significativas basadas en analisis de varianza y pruebas
protegidas de cuadrados minimos de Fisher. En la figura se muestran los datos sin transformar
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Numero promedio de bastidores cubiertos con abejas
9 adultas
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Figura 11. Numero promedio de bastidores cubiertos con abejas adultas (+ EE) de colonias
tratadas y no tratadas con el acaricida tau-fluvalinato antes del tratamiento (AT) y durante tres
periodos quincenales de muestreo posteriores al tratamiento (DT1, DT2, DT3)

Cuantificacion relativa promedio del VAD en abejas adultas
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Figura 12. Cuantificaciéon relativa promedio del VAD en abejas adultas (+ EE) de colonias
tratadas y no tratadas con el acaricida tau-fluvalinato antes del tratamiento (AT) y durante tres
periodos quincenales de muestreo posteriores al tratamiento (DT1, DT2, DT3). Los datos fueron
transformados a logaritmos antes de ser analizados. Literales diferentes sobre las medias
muestran diferencias significativas basadas en analisis de varianza y pruebas protegidas de
cuadrados minimos de Fisher. En la figura se muestran los datos sin transformar
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Cuantificacion relativa promedio del VAD en cria
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Figura 13. Cuantificacion relativa promedio del VAD en cria de abejas meliferas (+ EE) de
colonias tratadas y no tratadas con el acaricida tau-fluvalinato antes del tratamiento (AT) y
durante tres periodos quincenales de muestreo posteriores al tratamiento (DT1, DT2, DT3). Los
datos fueron transformados a logaritmos antes de ser analizados. Literales diferentes sobre las
medias muestran diferencias significativas basadas en analisis de varianza y pruebas protegidas
de cuadrados minimos de Fisher. En la figura se muestran los datos sin transformar
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