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RESUMEN Y ABSTRACT



RESUMEN

Varroa destructor (Anderson and Trueman) (Acari: Varroidae) es un ectoparasito
obligado de Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) y es considerado una de las
mayores amenazas a la produccion apicola global. El dafio causado incluye la pérdida
de peso, la malformacién y el debilitamiento de las abejas meliferas. También es
sugerido como la principal causa asociada con la mortalidad invernal de colmenas y un
importante vector de virus presentes en las abejas. Poco se conoce acerca de los
multiples factores que afectan la presencia de V. destructor y su interaccién en
apiarios de Argentina. El objetivo de este estudio fue identificar los factores de riesgo
asociados con la prevalencia de V. destructor. Se evaluaron el nivel de infestacion con
V. destructor y la fortaleza de las colmenas en 63 apiarios distribuidos en cuatro
regiones de la provincia de Santa Fe. Los datos sobre las practicas de manejo se
recolectaron mediante la aplicacidn de encuestas. Se realiz6 un andlisis en dos etapas
para asociar variables de manejo con el riesgo de alcanzar niveles de infestacion en
abejas adultas mayores al 3%; 1% y 2% durante el otofilo antes del tratamiento,
después del tratamiento-invierno y el periodo de primavera, respectivamente. Entre los
factores identificados se destacan el manejo nutricional (suplemento proteico y
carbohidratos) y el recambio periédico de reinas en las colmenas. Ademas, a lo largo
del afo, se observé que el nivel de parasitacion con V. destructor en un determinado
momento se encontraba asociado con la condicién de infestacion que presentaban las
colmenas en una etapa previa. El manejo en los apiarios también influyé sobre la
mortalidad invernal que resulté asociada principalmente al porcentaje de colmenas que
recambian la reina periddicamente. Se evaluaron ademas, caracteristicas intrinsecas
del parasito como potenciales factores de riesgo asociados a los niveles de V.
destructor. No se encontraron poblaciones de &caros resistentes a los principios
activos utilizados en el control de Varroosis ni diferencias a nivel molecular cuando se
comparan las secuencias para el gen mitocondrial citocromo oxidasa | entre individuos
provenientes de distintos apiarios de la provincia de Santa Fe. La infestacion con V.

2



destructor y la pérdida invernal de colmenas pueden explicarse por una interaccion
compleja de factores, donde el manejo aparece como una de las principales variables.
Los estudios epidemioldgicos proporcionan informacion clave para el disefio de

programas de vigilancia contra la mayor amenaza para la apicultura a nivel mundial.



ABSTRACT

Varroa destructor (Anderson and Trueman) (Acari: Varroidae) is an obligate
ectoparasite of the honey bee Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) and is
considered one of the major threats for worldwide apiculture. Damage caused by
varroa mite includes body weight loss, malformation and weakening of the honeybees.
It was also suggested as the main cause associated with colony winter mortality and as
an important vector for several honey bee viruses. Little is known about multiple factors
and their interaction affecting V. destructor presence in apiaries from Argentina. The
aim of this study was to identify risk factors associated with V. destructor prevalence.
Parasitic mite infestation level and colony strength measures were evaluated in 63
apiaries distributed in four different regions in Santa Fe province. Data regarding
management practices were collected by means of several questionnaires. A two step
analysis was conducted to associate management variables with the risk of achieving
mite infestation in adult bees higher than 3%; 1% and 2% during autumn prior to
treatment, after treatment-winter and spring period, respectively. Among the identified
factors, nutritional management (protein supplements and carbohydrates) and periodic
queen replacement in the hives were the most important. Furthermore, throughout the
year, it was observed that the percentage of infestation with V. destructor at a certain
point was associated with infestation condition of the hives at an earlier stage. Apiaries
management also influenced on winter mortality, which was mainly associated with the
percentage of hives that periodically replaced their queens. Also, intrinsic
characteristics of the parasite were evaluated as potential risk factors associated with
V. destructor levels. No mite populations resistant to the active ingredients used in
controlling Varroosis were found or differences at molecular level when sequences of
mitochondrial gene cytochrome oxidase | among individuals from different apiaries
distributed in Santa Fe province were compared. Mite infestation and winter colony
losses can be explained by a complex interaction of factors, where management
appears as one of the most important drivers. Epidemiological studies provide key
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information to design surveillance programs against one the major threat to worldwide

beekeeping.



INTRODUCCION Y

MATERIALES Y METODOS GENERALES



INTRODUCCION

La apicultura es una actividad econémica que posiciona a Argentina entre los primeros
puestos a nivel mundial, ocupando el primer lugar como exportador de miel (aportando
el 20% de las exportaciones totales) y el tercero como productor, contribuyendo con el
6% de la produccién mundial. Argentina exporta mas del 95 % de su produccion
debido al bajo consumo interno de miel y a la gran demanda principalmente de paises
de la Union Europea. En 2013 y 2014 se exportaron 64.572 y 52.132 toneladas de miel
a granel por un valor total de 211 y 192 millones de doélares, respectivamente
(Blengino, 2013; 2014).

En la provincia de Santa Fe existen aproximadamente 3.735 productores apicolas con
un total de 435.935 colmenas distribuidas en 19 departamentos (Departamento de
Agricultura de Santa Fe, 2008). La mayoria son pequefios productores (hasta 210
colmenas), pocos son medianos (entre 211 y 500 colmenas) y los menos frecuentes
son los grandes productores (mas de 500 colmenas). La apicultura es considerada una
actividad complementaria a otras actividades productivas, ya que el 72,2% de los
apicultores la asumen como una actividad secundaria (ACDICAR, 2010). La provincia
de Santa Fe aporta el 11% de la produccién nacional, ocupando el tercer lugar entre
las provincias productoras de miel.

No obstante, la cantidad y calidad de la produccion de miel se ve amenazada tanto por
problemas sanitarios como por los cambios en el uso de la tierra (Vandame & Palacio,
2010; Smith et al.,, 2013). Dentro de los problemas sanitarios mas destacados se
pueden mencionar patologias como Varroosis, Nosemosis, Virosis y sus interacciones
(Martin et al., 2012).

Varroa destructor (Acari: Varroidae) es un ectoparasito obligado de Apis mellifera L.
(Hymenoptera: Apidae) y agente causal de Varroosis. Es una de las principales causas
de disminucion en la produccién de miel y pérdida de colmenas (CONASA, 2002; Le
Conte et al.,, 2010; Guzman Novoa et al.,, 2010). Varroa (de aqui en adelante este
término sera utilizado como sin6nimo de Varroa destructor, ya que es comunmente
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utilizado como equivalente) presenta persistencia de alta parasitacion en colmenas
tratadas, aumenta los costos de manejo y el tiempo invertido en tratamientos poco
eficaces (Flores Serrano et al., 2007), representando un problema econémico
trascendental para el sector apicola y una de las amenazas mas importantes para esta

actividad.

El efecto de Varroa destructor sobre las colmenas y la produccién de miel

Varroa destructor produce en su hospedador deformacion y acortamiento de
apéndices y abdomen (Marcangeli et al., 1992), reduccién de la vida media y pérdida
de peso de las abejas emergentes (De Jong & De Jong 1983; Duay et al., 2003,
Amdam et al., 2004). También actia como vector de otros agentes patdgenos tales
como hongos, bacterias y virus. La presencia de Varroa ha sido propuesta como uno
de los factores involucrados en el Sindrome de Despoblamiento de Colmenas
(vanEngelsdorp et al., 2009) precisamente asociado al debilitamiento que produce en
el sistema inmunoldgico de las abejas, permitiendo la transmisién de varios virus (virus
de deformacion de alas, virus de la paralisis aguda, etc.). El Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) con el apoyo de los gobiernos
provinciales realiz6 en 2007 un relevamiento de las patologias asociadas a la
apicultura y encontré que Varroa presentaba la mayor ocurrencia en todos los estudios
realizados. El 74% de las muestras recolectadas resultaron positivas para presencia
de Varroa, con un 70% de infestaciones mayores al 1% y de éstas 46% mayores al
3%. Especificamente, para la provincia de Santa Fe se encontr6 un 68% de muestras
positivas, con niveles de infestacion mayores al 3% en el 55% de los apiarios, en
muchos de los casos luego de la aplicacion de acaricidas (SENASA, 2007). Estos
elevados niveles de parasitacion son el reflejo de la deficiencia en las estrategias de
control de Varroa, especialmente en el control quimico, que en muchos casos podria
incluso llevar a la aceleracién de la aparicion del fendmeno de resistencia a los
acaricidas. El mismo estudio conducido por el SENASA encontré que el 29% de los
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productores aplicd preparaciones caseras para el tratamiento de la parasitosis, solo el
8% utilizo acaricidas organicos y casi el 70% de los productores no roté los principios
activos o directamente no los conoce (SENASA, 2007). Los problemas de manejo y
control de Varroa junto con la gran capacidad del acaro de sobrevivir y reproducirse
exitosamente en las colmenas hacen que en la actualidad la Varroosis sea el principal
problema sanitario y consuma gran parte de los recursos de los gobiernos,

cooperativas apicolas e instituciones publicas (SENASA, Resolucion 81/2015).

Caracteristicas generales de Varroa destructor y su ciclo asociado a Apis mellifera

El ciclo biologico de Varroa (Rosenkranz et al., 2010) esta dividido en dos fases: una
forética (sobre la abeja adulta y succionando hemolinfa) que dura entre 4 y 14 dias y
otra reproductiva (dentro de la celda de cria de obreras y zanganos), que dura entre 12

y 13 dias (Figura 1).
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Figura 1. Fases del ciclo biologico de Varroa destructor (inferior) acoplado con el
desarrollo de Apis mellifera (superior). El dia O corresponde al operculado de la celda
(extraido de Vandame, 2000).

Esta dltima se inicia cuando el parasito se aloja en el fondo de la celda, horas antes

del inicio del operculado (quinto estadio de desarrollo larval) y comienza a alimentarse




del alimento larval (Nazzi et al., 2006), permaneciendo inactivo hasta que se inicia la
fase de pupa de la abeja. A partir de alli comienza el desove (aproximadamente 60
horas después del operculado de la celda de cria). El primer huevo dara origen a un
macho y posteriormente con intervalos de 30 horas son puestos huevos que daran

origen a hembras (Figura 2).

La madurez sexual se alcanza en el macho 5,5/6 dias y en la hembra 7,5/8 dias,
produciéndose la copula en la celda de cria. Los machos y las fases inmaduras
mueren en la celda mientras que la hembra adulta de V. destructor, ya fecundada,
emerge junto con la abeja. Si la celda parasitada es de obrera cada hembra fecundada
gue ingresa dara en promedio 1,6 4caros hembras fecundadas mientras que si es de
zangano, debido a la mayor duracion del periodo de operculado, el nUmero aumenta a
2,7 hembras hijas/hembra fundadora. Para iniciar un nuevo ciclo de reproduccion, la
hembra debe permanecer entre 4 y 5 dias en fase forética sobre la abeja con la que
emergiod (Fries & Rosenkranz, 1996).
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Figura 2. Ciclo reproductivo de Varroa destructor (modificado de Rosenkranz et al.,

2010).

Varroa destructor presenta adaptaciones al parasitismo que le permiten un desarrollo
poblacional eficaz dentro de las colonias. Entre ellas se destaca la seleccion de
hospedadores de acuerdo con la edad y/o la funcién de las abejas (Calderone et al.,

2002; Pernal et al., 2005). Varroa parasita preferentemente abejas nodrizas porque le
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permite acercarse a las celdas de cria y abejas pecoreadoras porque le permite
infestar nuevas colmenas (Bruno, 2003).

Varroa presenta tasas de infestacion entre 5 y 9 veces mayor en celdas de zdnganos
comparadas con las celdas de obreras, principalmente porque la diferencia en el
tiempo y duracion del periodo de operculado le permite aumentar su efectividad
reproductiva (Calderone & Kuenen, 2003). Existen estudios que plantean un
mecanismo de comunicacion basado en el patrén de secrecidon de ciertos ésteres
liberados por larvas del quinto estadio (Le Conte & Arnold, 1987; Trouiller & Milani,
1999). Estos tienen un efecto de tipo feromona en las abejas al desencadenar el
proceso de operculado (Le conte et al., 2001) y un efecto de tipo kairomona en Varroa
indicando el momento de invasion de las celdas de cria. Las larvas de zanganos
secretan mayores cantidades de ésteres durante mayor tiempo lo que permite explicar
al menos en parte la preferencia del acaro por este tipo de celdas (Trouiller et al.,
1994).

Los estadios de abejas mas sensibles a la Varroosis son larva y pupa (Rosenkranz et
al., 2010). Cuando la prevalencia parasitaria es alta dentro de las celdas de cria, las
abejas emergentes presentan distintos tipos de malformaciones en alas, patas y
abdomen (Marcangeli et al., 1992) con un promedio de vida en el estadio adulto mas
corto (Amdam et al., 2004). Esto ultimo ocasiona que la produccion de miel y de cria
se vea disminuida (Delfinado-Baker, 1988; Murilhas, 2002). Estudios recientes
demostraron que las abejas pecoreadoras o forrajeras parasitadas presentan una
escasa capacidad de aprendizaje no asociado, ausencias prolongadas fuera de la
colonia y una reducida tasa de retorno a la misma (Kralj & Fuchs, 2006; Kralj et al.,
2007) ocasionando un aumento considerable de la mortalidad de las colmenas (De
Jong, 1997).

No obstante, el dafio producido en las abejas individuales, para la estimacién del
impacto real del parasito debe considerarse la organizacion social de las abejas,
denominada por algunos autores como “Superorganismo” (Moritz & Fuchs, 1998) Este
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dafio es considerado como indicador de la necesidad de un tratamiento terapéutico y
depende de la estacion del afio y la presencia de virus asociados. El umbral de dafio
determinado es un parametro de naturaleza econdmica y no biolégica y por lo tanto se
aplica en las decisiones de manejo de colmenas con fines exclusivamente de

produccién y rentabilidad (Delaplane & Hood, 1999).

Diseminacion de la enfermedad

La transmision de Varroa es horizontal (entre individuos de una misma generacion) y
vertical (entre parentales y descendencia). Ademas, en el caso de las abejas la
transmision puede ser intracolonial o intercolonial. Principalmente, la diseminacion del
acaro depende de un grupo de factores relacionados al comportamiento de la abeja
como pecoreo, pillaje, enjambrazén, que a su vez estan influenciados por factores
genéticos y ambientales. Las practicas de manejo de las colmenas constituyen un
segundo grupo de factores que contribuyen a la transmisién horizontal de Varroa,
permitiendo que se mantengan las formas mas virulentas del parasito en comparacién
con areas donde no se han implementado practicas de control (Fries & Camazine,
2001). Este efecto sobre la diseminacion de la enfermedad puede reducirse disefiando

esquemas de manejo adecuados.

Equilibrio parasito-hospedador

Anderson & Trueman (2000) determinaron que V. destructor y V. jacobsoni eran dos
especies diferentes que parasitaban tanto a A. mellifera como a A. cerana. Solo dos
haplotipos de V. destructor habrian sufrido un cambio de hospedador de A. cerana a
A. mellifera, debido principalmente a la introduccion de esta U(ltima en Asia
aproximadamente 30 afios atras (Oldroyd, 1999). Varroa destructor no afecta a las
colonias de A. cerana de la misma forma que a A. mellifera. Para el caso de A. cerana,
V. jacobsoni se considera un parasito benigno, producto de una larga historia de co-

adaptacion (Oldroyd, 1999). Dado que existen similitudes entre ambas especies de
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abejas, es probable que con el paso del tiempo ocurra también una co-adaptacion con
A. mellifera (Fries & Camazine, 2001). El equilibrio en las relaciones parasito-
hospedador puede ser crucial para el bienestar del hospedador tanto a nivel individual
(inmunidad) como a nivel poblacional (diversidad genética) (Daszak et al., 2000).

Apis cerana posee una serie de mecanismos de defensa que le permiten mantener la
poblacion del 4caro dentro de los limites aceptables para no producir dafio en la
colonia (Ruttner & Héanel, 1992). Estos factores son: i) la reproduccion exclusiva del
parasito en celdas de zanganos, ii) la remociéon y comportamiento higiénico efectivo
por parte de las obreras (el Unico presente también en A. mellifera) y iii) Entombing en
la cria de zanganos (cierre y refuerzo del operculado para que no pueda emerger el
adulto infestado con Varroa). Las obreras de A. cerana tienen gran capacidad de
autolimpieza (grooming) lo que les permite remover los parasitos de su cuerpo y de la
colmena evitando que puedan infectar otras celdas (Buchler et al., 1992; Fries et al,
1996; Rath, 1999). Estudios independientes sugieren que las adaptaciones que llevan
a la co-existencia entre ambas especies pueden ocurrir tanto en abejas como en las
poblaciones de &caros (Fries & Bommarco, 2007) y que un punto crucial en el
equilibrio parasito—hospedador es la reproduccién de V. destructor exclusivamente en

celdas de zanganos (Rath, 1999).

Factores que afectan la dinamica poblacional de Varroa destructor

El crecimiento de la poblacion de parasitos depende del equilibrio entre la tasa
reproduccion y la tasa de mortalidad de los individuos dentro de la colmena en un
momento dado. Estos dos pardmetros a su vez son afectados por una serie de
factores que pueden estar relacionados al hospedador, al parasito, al ambiente o una
combinacién de varios de ellos (Moretto et al., 1991). Sin embargo, existen relaciones
complejas, probablemente sinérgicas, entre todos los factores que afectan a la

dindmica poblacional que dificultan su analisis.

13



Factores asociados al Ambiente

Como primera barrera para la ocurrencia de Varroa, la temperatura restringe la
distribucion de su hospedador y por lo tanto también lo hace con su propia distribucion
(Garcia Fernandez, 1997). La temperatura y humedad son factores ambientales que
limitan el crecimiento de las poblaciones del acaro en forma directa (Harris et al., 2003)
mientras que la disponibilidad de polen y el flujo de néctar lo hacen indirectamente
regulando la disponibilidad de celdas para su reproduccion. El area de cria en
colmenas ubicadas en ambientes templados varia a lo largo del afio, desde muy
abundante en verano hasta minima o nula en invierno, lo que interrumpe la
reproduccion del parasito durante esta época. Esto no alcanza a detener el dafio del
acaro porque la poblacion de A. mellifera se reduce y la parasitacion relativa aumenta.
Las abejas invernantes, que deben sobrevivir durante aproximadamente tres meses,
son mas vulnerables al efecto del parasito y s6lo colmenas con un gran nimero de
abejas llegan a primavera en buenas condiciones para el comienzo de la temporada

productiva.

Factores asociados a A. mellifera

Las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de las abejas tienen gran influencia sobre
la capacidad de crecimiento de las poblaciones del acaro y la prevalencia de la
parasitosis. Se conoce que las abejas de razas africanizadas son mas tolerantes que
las abejas de razas europeas (Mondragon et al., 2006) debido a ciertas caracteristicas
gue les confiere su genotipo como la produccion de celdas de menor tamafio (Maggi et
al., 2010a) y la reduccion de la tasa reproductiva de varroa en celda de obreras
(Carneiro et al., 2007). La capacidad de las abejas para defenderse (mediante el
comportamiento higiénico y el grooming), la disponibilidad de cria y el periodo de
duracion de cria operculada de las obreras, son fundamentales para que el parasito

pueda reproducirse (Moritz & Hanel, 1984; Dustmann, 1993). Muchas de estas
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caracteristicas son afectadas no sélo por el ecotipo o raza de abeja sino también por
las condiciones ambientales, por ejemplo la poca disponibilidad de néctar aumenta el
pillaje y consecuentemente la transmision de Varroa a otras colmenas (Root, 1993).
Existen ademas trabajos que proponen que las colmenas que son tolerantes al
parasito presentan una gran proporcién de hembras del acaro no reproductivas (Martin
et al.,, 1997). Sin embargo, la causa y el mecanismo por el cual se reduce la fertilidad

de las hembras Varroa no esta claro.

Factores asociados a V. destructor

La capacidad natural del acaro para adaptarse y la selectividad en la parasitacion de
abejas con perfiles etarios y funcionales particulares, son dos caracteristicas
fundamentales en la dinamica poblacional de V. destructor. Particularmente, los
parametros de potencial reproductivo como la tasa de reproduccion, la tasa de
incremento y la proporcion de hembras reproductivas regulan el tamafio de sus
poblaciones, siendo ellos mismos regulados por una confluencia de factores
ambientales (Moretto et al., 1991; Kraus & Velthuis, 1997; Harris et al., 2003) y propios
del hospedador (Locke et al., 2012; Frey et al., 2013). En general, se asume que la
eficacia reproductiva del parasito esta mas relacionada a estos ultimos que a factores
intrinsecos de su razal/ecotipo, aunque se deberian realizar estudios adicionales
orientados a este aspecto. La reproducciéon de Varroa disminuye cuando el nimero de
parasitos por celda aumenta, lo que se identifica como componente denso-
dependiente de su dinamica y permite que las poblaciones del parasito se auto-
regulen (Eguaras, 1993). Sin embargo, no esta claro si la disminucién en la
reproduccion del &caro se debe a una reaccion propia de la competencia intra-

especifica 0 a una respuesta inmune de las abejas (Eguaras, 1993).
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Control de Varroa destructor

Las medidas de control para mantener las poblaciones de Varroa por debajo del
umbral de dafio econémico, requieren de la implementacion de diferentes estrategias.
Esto demanda la planificacién de acciones de manejo de acuerdo al comportamiento
anual de la enfermedad. La reproduccion de Varroa tiene su pico en verano que
corresponde al momento de mayor disponibilidad de cria y la maxima intensidad
parasitaria en invierno cuando el nimero de abejas esta reducido (Eguaras, 1993). El
momento en que se produce mayor dafo a las colonias es durante el invierno dado el
estado de susceptibilidad de las abejas durante esta época del afio. Las poblaciones
del acaro deben monitorearse, de lo contrario las colmenas colapsan en un término
medio de dos afos (Calatayud Tortosa, 2002; Bulacio Cagnolo, 2011). El esquema de
monitoreo debe disefiarse en funcion de la temporada productiva y en consecuencia
del desarrollo de la poblacion de A. mellifera. Por lo general, se recomienda realizar un
muestreo al comienzo de la temporada (determinado por el flujo de néctar) y otro luego
de la cosecha de miel que permita diagnosticar la presencia de la parasitosis (Unger &
Poffer, 2012). En los casos donde se aplica un tratamiento, deben realizarse dos
muestreos adicionales durante el tratamiento y al finalizarlo. Este esquema permite
evaluar la verdadera efectividad de la aplicacion del acaricida y principalmente evitar
que, en los casos donde el acaricida por diversos motivos no funciona, las colmenas
comiencen el invierno con altos niveles de infestacion (Boecking & Genersch, 2008).

A pesar que el 95% de los productores de la zona centro de la provincia de Santa Fe
realizan tratamientos para Varroa, el 88% lo hace con productos aprobados, solo el
12% hace un muestreo previo a la aplicacion del acaricida y el 43% lo hace
posteriormente. Unicamente productores que recibieron asesoramiento técnico
realizaron muestreos post-tratamiento (50%) (ACDICAR, 2010).

Los principales acaricidas de sintesis que estan disponibles en el mercado son

productos comerciales a base de los principios activos cumafés, flumetrina, fluvalinato
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y amitraz. Su uso tiene ventajas, como su facil aplicacién y bajo costo. No obstante,
son persistentes en el ambiente, se acumulan en propdleos, miel y ceras (Tremolada
et al., 2004; Medici et al., 2009a; Medici et al., 2009b), constituyen un riesgo para la
salud humana y con el tiempo generan resistencia (Bruno, 2003; Maggi et al., 2009;
Maggi et al., 2010b). Muchas veces la falta de informacién obstaculiza el buen uso de
estos compuestos ya que al no rotarse o aplicarse de manera inapropiada aceleran el
proceso de generacion de resistencia (Wallner & Fries, 2003).

Otro tipo de acaricidas denominados “blandos” u organicos constituyen una alternativa,
dado que tienen bajo riesgo de persistencia y acumulacion, no contaminan la miel
(Bogdanov, 2006) y presentan baja probabilidad de desarrollar resistencia
(Rosenkranz et al.,, 2010). Aun en estos casos, estos productos son de efecto muy
variable, su eficacia esta fuertemente condicionada tanto por variables ambientales
como por la dosis (Higes et al., 1999; Underwood & Currie, 2003) y se ha registrado en
algunos casos la presencia de estos compuestos en los érganos internos de las abejas
(Nozal et al., 2003; Martin- Hernandez et al., 2007). Los mas utilizados son el acido
oxalico, el acido férmico y el timol. Se han realizado ensayos para determinar el efecto
varroocida del timol para Rafaela (regidon centro-oeste de la provincia de Santa Fe),
donde se obtuvo un 80% de eficacia en amplitudes térmicas de 10 °C, con minimos y
maximos aproximados de 10 y 34°C, respectivamente (Bulacio Cagnolo et al., 2010).
Con relacién a los otros acaricidas organicos hombrados anteriormente, se observaron
eficacias superiores al 66% en diferentes regiones de la provincia (Bulacio Cagnolo,
2011).

En cuanto a alternativas a tratamientos, existen nuevos estudios con relacion a la
tolerancia a Varroa de colmenas determinada por caracteristicas genéticas de A.

mellifera (Merke & Palacio, 2011).
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El enfoque epidemioldgico: estudio de los factores de riesgo

Descripcion de la ocurrencia de una enfermedad

La aplicacion eficiente de cualquier programa de manejo de enfermedades requiere de
informacion precisa acerca del manejo cuantitativo de la intensidad de la enfermedad,
es decir la “cantidad de la enfermedad en una poblacion” (Nutter, 1999). La
cuantificacién de una enfermedad puede estar dada por el nimero de casos presentes
en una poblacion conocida en un determinado momento del tiempo (prevalencia) o el
namero de nuevos casos presentes en una poblacién conocida en un periodo de

tiempo determinado (incidencia) (Thrusfield, 1995).

Causas de una enfermedad

Los estudios epidemioldgicos intentan identificar los factores que pueden explicar o
contribuir a la aparicion de una enfermedad (VanEngelsdorp et al., 2013), que por lo
general es fenébmeno multicausal (Dohoo et al., 2003). Los factores de riesgo son los
determinantes de una enfermedad, es decir, una caracteristica o atributo que afecta la
salud de una poblacién. Estos pueden clasificarse en primarios o secundarios de
acuerdo con la magnitud del efecto que producen sobre la ocurrencia de la
enfermedad. Los primarios son necesariamente causas, como el agente etioldgico.
Los determinantes a su vez pueden clasificarse segln se encuentren asociados al
hospedador, al agente etiolégico o al ambiente (Thrusfield, 1995). Particularmente, las
patologias en insectos sociales estdn determinadas por una red compleja de
interacciones que incluye mdltiples factores asociados tanto a las colmenas como al
ambiente (Naug & Camazine, 2002). Asimismo, en el caso de Apis mellifera la
complejidad aumenta dado la intervencién del hombre en el mantenimiento y

reproduccion de colmenas productoras de miel.
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Factores de riesgo

Pare reducir la ocurrencia de una enfermedad en una poblacion es necesario
cuantificar la enfermedad pero también identificar los factores de riesgo que
contribuyen a su presencia o desarrollo. Un factor de riesgo es aquel que incrementa
la probabilidad de que se presente una determinada enfermedad o fenébmeno de
interés (VanEngelsdorp et al., 2013).

Existen dos tipos de estudios que permiten establecer la asociacion existente entre la
exposicion a uno o mas factores y un resultado binario (enfermo-no enfermo), los
estudios experimentales y los observacionales.

En los estudios observacionales, la exposicion no est4d determinada por el
investigador, dado que es disefiado de modo tal de reconocer la ocurrencia o no de
una enfermedad y registrar una serie de variables que estan o estuvieron presentes en
cada uno de los individuos analizados (exposicion). Existen estudios observacionales
que hacen un seguimiento de la experiencia de la poblacién a lo largo del tiempo
(disefio longitudinal) (Delgado Rodriguez & Llorca Diaz, 2004) y otros que realizan un
“‘corte” en la poblacion en un momento determinado (disefio transversal)
(VanEngelsdorp et al., 2013). Los estudios transversales son utilizados para estimar la
prevalencia y para identificar asociaciones potenciales entre un factor de riesgo y la
ocurrencia de una enfermedad (Smith, 2006; VanEngelsdorp et al.,, 2013). No es
posible determinar causalidad en este tipo de estudios dado que la exposicién y el
resultado en cada uno de los individuos son registrados en el mismo momento
(VanEngelsdorp et al., 2013).

Identificar los factores asociados a la presentacion de una enfermedad es esencial
para comprender la multicausalidad de la misma y permite disefiar medidas tendientes
a controlarla con base cientifica. Sin este tipo de estudios epidemiol6gicos seria
imposible diagramar campafias de control o erradicacion efectiva de las

enfermedades.
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Analisis espacial

Los patrones espaciales de la ocurrencia de una enfermedad pueden ser uniformes,
aleatorios o agrupados (en cluster) (Ward & Carpenter, 2000). Comprender el impacto
de la localizacion (entendida como distribucion en el espacio) es un elemento clave en
la investigacion epidemiolégica (Auchincloss et al., 2012).

Los métodos de analisis espacial son herramientas clave dentro del contexto de
andlisis de riesgo de una enfermedad y al mismo tiempo colaboraran en el desarrollo
de estrategias de manejo de dicho riesgo (Pfeiffer et al., 2008). En particular, las
pruebas de deteccion de cluster agregan un volumen de informacion considerable a la
investigacion de enfermedades y proveen a los epidemidlogos de fundamentos firmes
sobre los cuales plantear hipotesis causales e implementar estrategias de control
(Ward & Carpenter, 2000). Estos métodos han superado las limitaciones de los
anteriores con relacién a la potencia estadistica, incluyendo situaciones en las cuales
existen pocos casos detectados, alta variabilidad en la densidad de la poblacién
subyacente y el tamafio y forma de los cluster (Auchincloss et al., 2012).

Los métodos para detectar cluster se clasifican en “Local’ o “Global’. Los métodos
globales o no especificos se utilizan para determinar si existe un agrupamiento
evidente de los datos a lo largo de la region de estudio pero no identifican la ubicacion
de dichos cluster. Miden el grado de agregacion que presentan los datos a través de
una prueba estadistica cuya hip6tesis nula es que los datos se distribuyen de manera
aleatoria, es decir no presentan agrupamiento alguno. Los métodos de deteccion local
o especificos en cambio, definen la ubicacion y el tamafio de los cluster (Pfeiffer et al.,
2008).

Spatial Scan Statistic es un test de deteccion de cluster que permite localizar el sitio y
radio de cada cluster, asi como testear su significancia estadistica (Ward & Carpenter,
2000). Segun Auchincloss et al. (2012), es el método de deteccién de cluster mas
comun en la publicaciones revisadas de los ultimos afios. Consiste en generar
multiples circulos cuyos centroide se van desplazando a lo largo de la region de
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estudio. Para cada posicion del centroide, el radio cambia y toma valores entre cero y
un limite superior establecido por el investigador (como maximo 50% de toda la
poblacion). Se definen de esta manera los cluster potenciales, cada uno con diferente
localizacién y tamafio. El test de radio de verosimilitud (likelihood ratio test) plantea
como hipétesis alternativa que existe al menos un circulo para el cual el riesgo de
ocurrencia de la enfermedad es mayor dentro que fuera del mismo. Para ello, se
comparan los casos observados sobre los casos esperados si la ocurrencia de la
enfermedad presentara una distribucion aleatoria (Kulldorff & Nagarwalla, 1995;
Kulldorff et al., 2003).

Debido a la problematica compleja que representa la presencia de Varroa destructor
en colmenas de Apis mellifera, se presenta como desafio la implementaciéon de un
manejo integrado de plagas (MIP), donde el monitoreo a campo de las poblaciones de
acaros, la rotacion de productos acaricidas, la incorporacién de moléculas organicas y
la implementacion de técnicas de manejo, adquieren un nuevo protagonismo para
mantener las poblaciones por debajo del umbral de dafio econdémico. En este contexto,
el desarrollo de un sistema de vigilancia epidemioldgica para V. destructor resulta
fundamental. Estos sistemas requieren, como paso previo a su disefio, conocer
aguellos factores de riesgo, asociados al manejo de los apiarios, la dinamica
poblacional del parasito y los diferentes ambientes en los cuales se desarrolla la

apicultura y que tienen un impacto significativo sobre la prevalencia de V. destructor.

HIPOTESIS

e Las practicas de manejo de los apiarios y las condiciones ambientales favorecen

la presencia de elevados niveles de infestacion con Varroa destructor.

e El agente causal de la Varroosis presenta en el territorio provincial diferentes

patrones de resistencia a los acaricidas empleados normalmente en su control.
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¢ Las diferencias genéticas entre las poblaciones de V. destructor, a nivel provincial,
pueden explicar, al menos en parte, el comportamiento diferencial de la

enfermedad.

¢ Dado que la distribucion espacial de Varroa destructor no es uniforme a lo largo
de la region de estudio, existen agrupaciones de colmenas con mayor riesgo de

presentar altos niveles de parasitacion.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es identificar los factores de riesgo
asociados a la presencia y difusién de Varroa destructor en los apiarios de la
provincia de Santa Fe como paso previo al disefio de un Sistema de Vigilancia

Epidemioldgica activa.
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MATERIALES Y METODOS GENERALES
Descripcién del area de estudio

El estudio fue realizado en la provincia de Santa Fe ubicada en el centro este de
Argentina. La provincia estad dividida administrativamente en 19 departamentos con
una extension total de 133.007 km? (Arzamendia & Giraudo, 2004).

El clima de Santa Fe es templado sin estacion fria en el sur y templado y calido en el
norte; con un régimen hidrico que varia de hiumedo a sub-himedo de este a oeste
(Arzamendia & Giraudo, 2004). Los principales tipos de vegetacion de Santa Fe han
sido incluidos en cuatro provincias fitogeograficas y cinco subdivisiones: la provincia
del Chaco (seco y humedo), la provincia del Espinal, el valle de inundacién del rio
Paranay la provincia Pampeana (Burkart et al., 1999).

La provincia se caracteriza por una fuerte presencia en la produccién agricola-
ganadera. Del total de la superficie provincial, el 26% es de neta capacidad de uso
agricola (mitad sur de la provincia), el 31,5% exclusivamente ganadera (mitad norte de

la provincia) y el 32,4% posee aptitud ganadero-agricola (Castignani, 2011).

Disefio de esquema de monitoreo

Durante el afio 2013, se realizé un monitoreo en colmenas de A. mellifera a lo largo de
la provincia de Santa Fe. Se establecieron cuatro fechas de muestreo: previo al
tratamiento de otofio (febrero-mayo), posterior al tratamiento de otofio (mayo-junio),
durante el invierno (agosto) y al inicio de la temporada de cosecha de miel

(septiembre-diciembre).

La provincia de Santa Fe cuenta con aproximadamente 3735 productores registrados
en el Registro Nacional de Productores Apicolas (RENAPA) con una prevalencia
esperada de colmenas que superan el umbral de dafio de 74% (SENASA, 2007). Con
base en esta informacion se estableci6 un tamafio de muestra de 63 apiarios

distribuidos en la provincia y provenientes de diferentes apicultores (nivel de confianza
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de 95 % y un error menor al 10%). Los apiarios fueron elegidos a través de un proceso
de aleatorizacion estratificada (numeros aleatorios computarizados) (Moher et al.,
2010) teniendo en cuenta la heterogeneidad ambiental de la provincia (abordada en
detalle en el capitulo 1) y la proporcién de apiarios presentes en cada zonas (Figura
1). La estratificacion espacial es utilizada en estudios a gran escala para asegurar una
determinacion insesgada en el nimero de unidades experimentales.

La localizacion geogréfica de cada establecimiento involucrado en los monitoreos se
determiné con un instrumento de posicionamiento geografico o de acuerdo a los

registros del RENAPA.
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Figura 1. Esquema de monitoreo estratificado de colmenas. Izquierda: distribucion de
colmenas en la provincia de Santa Fe (Extraido de Departamento de Agricultura de
Santa Fe, 2008). Derecha: distribucién por zona de los apiarios monitoreados en la

provincia de Santa Fe durante 2013 (Extraido y modificado de Arzamendia & Giraudo,

2004).

En cada apiario se tomaron datos en el 10 % de las colmenas o0 un minimo de 6 en

aquellos con menos de 60 colmenas (Lee et al., 2010). Las colmenas registradas en la
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primera visita fueron correctamente rotuladas para realizar el seguimiento a lo largo
del afo.

Durante cada visita a los apiarios se registraron en todas las colmenas seleccionadas
el nimero de cuadro con abejas (CCA), numero de cuadro con cria (CCC), niumero de
cuadros con polen (CCP) y numero de cuadros con miel (CCM). En conjunto estas
variables se denominaran de aqui en adelante como fortaleza de la colmena. Ademas
se tomo6 una muestra de abejas adultas para determinar el porcentaje de infestacion
de Varroa forética de acuerdo con la prueba del frasco (descripta posteriormente en
esta seccion). Las colmenas seleccionadas fueron manejadas por el apicultor de la
misma manera que las restantes en el apiario y de acuerdo con el manejo habitual que

realiza el productor.

Datos generales del apicultor y encuestas de manejo

Durante cada visita a los apiarios también se realizé una encuesta semi-estructurada
(Anexos 2 a 5) con el objetivo de obtener datos generales del apicultor (tipo de
actividad econdmica, nimero de colmenas que posee en total, aflos de experiencia en
la apicultura) y datos sobre el manejo del apiario (alimentacién, tratamientos
acaricidas, monitoreos y sanidad). Antes de aplicar la encuesta se les explicé el
objetivo del trabajo dejando en claro que no se pretendia obtener informacién de
ningun apiario en particular sino la frecuencia a nivel poblacional. Las encuestas
fueron procesadas para obtener las variables que se utilizaron posteriormente en los

correspondientes analisis de factores de riesgo (Tabla 1).
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Tabla 1. Resumen de variables derivadas de las encuestas que fueron evaluadas

como potenciales factores de riesgo a lo largo de las cuatro fechas de muestreo.

Factores/variables

Datos generales del apiario

Practicas de Manejo

Tratamientos contra Varroa

Posterior al tratamiento

Invierno

Primavera-Verano

Region: Norte, Centro, Sur y Costa

Tamafio del apiario: nUmero de colmenas por apiario

Antigiedad Apicultura: nimero de afios de experiencia en la actividad
Tipo de actividad: Primaria (dedicacién exclusiva) o Secundaria
Mortalidad promedio durante los Gltimos 3 afios: % of colmenas por afio

Promedio de cosecha de miel (Gltimos 3 afios): kg. por colmena

Suplementacion proteica: polen natural, polivitaminicos o torta de polen
Alimentacion c/ carbohidratos: Jarabe de sacarosa o maiz de alta fructosa
Estacioén del afio y objetivo de la suplementacién

Multiplicacion de colmenas: Si o No (produccion de ndcleos)

Frecuencia (en afios) de recambio de reinas

Porcentaje de colmenas sobre las cuales se realiza el recambio de reinas
Remplazo anual de Cuadros: cuadros nuevos por colmena/afio
Desinfeccidn del material inerte post-cosecha: Si/No

Trashumancia: Si/No

Trashumancia: donde y por cuanto tiempo

Tratamiento de Otofio: principio activo y marca de producto
Monitoreo de las colmenas antes y después de aplicacion: Si/No
Tratamiento de Invierno: Si/No; Principio activo, y marca del producto

Rotacion de los principios activos ultimos 2, 3 0 4 afios: Si/ No

Producto acaricida aplicado

Fecha de aplicacion

Tipo de alimentacion: JMAF, jarabe de azlcar u otros

Produccion promedio de miel 2013 en Kg. colmena

Tratamiento acaricida durante o posterior al invierno: fecha y producto
Mortandad de colmenas: % del apiario

Como se realiza la desinfeccion

Concentracion de apiarios: N° y distancia de apiarios cercanos

Concentracion de colmenas: N° de colmenas en los apiarios
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Determinacion del grado de infestacion con Varroa destructor en colmenas de
Apis mellifera

Porcentaje de parasitacién en abejas adultas (prueba del frasco)

Se tomd una muestra de aproximadamente 300 abejas nodrizas cepilladas de dos o
tres cuadros de cria diferentes y se colocaron en un frasco con agua y alcohol (1:1).
En el laboratorio se agregd a cada frasco unas gotas de detergente. Posteriormente,
los frascos se agitaron vigorosamente durante unos minutos, se vacio el contenido
sobre un tamiz que retuvo las abejas dejando pasar los acaros que fueron recibidos en
un pafio blanco colocado debajo del tamiz. Se contabilizaron los acaros, las abejas y
se determiné el porcentaje de infestacion o tasa de infestacion de Varroa forética (VF)
en abejas adultas (De Jong et al., 1982 modificada por Marcangeli, 2000; Dietemann

et al., 2013).

Porcentaje de parasitacion en cria de abejas obreras

Se tomaron panales con cria operculada, de los cuales se abrieron 200 celdas de cria
en forma diagonal a ambos lados del cuadro y se sacaron con cuidado las crias de
abejas (Figura 2). Los &acaros se observan facilmente contra la pupa blanca,
apreciandose adicionalmente las paredes y fondo de las celdas abiertas. Se
contabilizé el numero de celdas infestadas con Varroa y se determiné el porcentaje de

infestacién o tasa de infestacion de Varroa en Cria (VC) (Dietemann et al., 2013)
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Figura 2. Cuadro de cria operculada de Apis mellifera inspeccionado para estimar el
porcentaje de infestacion de Varroa en Cria (VC).

-Determinacién de los pardmetros de fortaleza en colmenas de Apis mellifera
Las colmenas que participaron del monitoreo fueron exclusivamente de tipo Langstroth
con camaras de cria completas con 10 cuadros (Figura 3).
Se estimaron los parametros en la cAmara de cria de todas las colmenas de acuerdo
con la siguiente metodologia:
Poblacion de A. mellifera: se contabilizé el nimero de cuadros cubiertos por abejas
adultas, teniendo en cuenta ambos lados de cada cuadro.
Cria de A. mellifera, polen y miel: luego de abrir cada colmena, los cuadros fueron
removidos secuencialmente. Se observaron ambos lados de cada cuadro y se estimo
visualmente el porcentaje de cobertura con cria de abejas, polen y miel. Luego se
sumaron los porcentajes de ambos lados de todos los cuadros y se obtuvo el total de
cuadros cubiertos con cria, polen y miel por colmena (Delaplane et al., 2013). Esta
metodologia es de practica comdn entre los técnicos apicolas y se encuentra
estandarizada en las revisiones a campo.

Datos ambientales

Los datos de temperatura y humedad fueron obtenidos a partir de los registros

aportados por las estaciones meteoroldgicas cercanas a los apiarios (EEA
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Reconquista, EEA Rafaela y Sistema Meteorol6gico Nacional para la AER Casilda de

EEA Oliveros).

Analisis estadisticos

En todos los casos, se utilizaron el Test Kolmogorov-Smirnov y Test de Levenne para
comprobar si los datos satisfacian o no los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianzas respectivamente.

Todos los analisis de factores de riesgo se realizaron mediante la aplicacion un de
analisis bivariado en una primera etapa y de un analisis multivariado en segunda
instancia. El andlisis bivariado establece el grado de asociacion individual de cada una

de las variables independientes o predictoras con la variable de respuesta.

Figura 3. Camara de cria de una colmena de Apis mellifera tipo Langstroth con 10
cuadros completos.

El tipo de andlisis elegido dependi6 de la naturaleza las variables evaluadas
(Correlacion de Spearman, Chi-cuadrado de Pearson, T de Student, ANOVA, Mann
Whitney, Kruskal Wallis). Un problema importante cuando se analizan conjuntos de

datos con muchas variables independientes es el de colinealidad o multicolinealidad.
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Esto surge cuando algunos de los factores estudiados estan correlacionados entre si y
separar sus efectos resulta dificil (Dohoo et al.,, 1996). Cuando dos potenciales
factores de riego se encontraron altamente relacionados, solo uno de ellos (el que
present6 valor P més bajo) fue incluido en la segunda etapa. Un segundo problema
con relaciéon al andlisis simultdneo de multiples variables, es el de confusion. La
confusién surge cuando un factor (X) esta causalmente relacionado con otra variable
independiente de interés (Z) y la variable de respuesta (Y) (Dohoo et al., 1996). Los
factores de confusion se identificaron cuando variables que resultaron asociadas con
la variable de respuesta en el analisis bivariado, no lo estuvieron en el modelo
multivariado. La asociacion establecida entre X e Y estaba confundida por el efecto
que tiene la asociacion entre X y Z, variable que en Ultima instancia se encuentra
directamente asociada con Y.

Se seleccionaron aquellas variables que presentaron un valor de P< 0,15 y no
presentaban colinealidad para ser incluidas en un andlisis multivariado, utilizando
modelos lineales generalizados (MLG) y generalizados mixtos (MLGM) con el apiario
como factor aleatorio y REML como método de estimacion.

Los MLG permiten trabajar con variables cuya distribucion forma parte de la familia
exponencial. En estos analisis, la medida de variabilidad utilizada que cumple con la
propiedad de poseer maxima verosimilitud, es la denominada Deviance o Devianza. La
incorporacién de uno o mas factores con efectos aleatorios transforma a estos
modelos en MLG Mixtos (Mangeaud & Videla, 2005). Estos modelos permiten
incorporar un mayor nivel de complejidad al andlisis, muchas veces dado por la
condicion anidada de los datos (por ejemplo datos provenientes de colmenas que
pertenecen a un mismo apiario). Los procedimientos de inferencia en estos modelos
usan un analisis de la Deviance, comunmente el test de razén de verosimilitud (LR por
Likelihood Ratio Test), que es equivalente a los test F de los modelos lineales
generales (Venables & Dichmont, 2004). El test compara dos modelos anidados,
evaluando si los parametros del modelo mas complejo difieren significativamente de
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los parametros del modelo nulo. El objetivo es establecer si el mayor ajuste dado por
un aumento de complejidad es justificado (Bolker, 2008).
Todos los analisis fueron realizados usando los programas estadisticos SPSS version

17.0 y R version 2.15.3.
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Capitulo |
DESCRIPCION GENERAL, CURVAS DE
FLORACION Y PARAMETROS
REPRODUCTIVOS DE Varroa destructor
POR ZONAS DE LA PROVINCIA DE

SANTA FE



INTRODUCCION

El disefio de estudios epidemioldgicos requiere de cierta informacion previa de manera
tal que permita que los resultados obtenidos puedan aplicarse a una regién
determinada y sean comparables entre todos los individuos que participan del mismo.
Las particularidades del area que abarca el estudio, las principales caracteristicas de
los individuos que conforman el universo a estudiar y la prueba diagnostica para
determinar el estado sanitario de las colmenas son centrales para que los resultados

sean exitosos (Smith, 2006).

Caracterizacion de las zonas de estudio dentro de la provincia de Santa Fe.

En la Provincia de Santa Fe se identifican cinco fitoregiones: Chaco Hiumedo y Seco,
Espinal, Parana y Pampeana (Arzamendia & Giraudo, 2004). Sin embargo, el impacto
de la actividad humana y en especial el avance de la frontera agropecuaria
modificaron ampliamente las caracteristicas del paisaje original sobre el cual esta
basada la clasificacion de las regiones fitogeograficas, dando lugar a zonas
transformadas de acuerdo con el uso de la tierra (Pengue, 2005). De acuerdo a lo
anterior, es posible identificar cuatro regiones bien diferenciadas en el territorio

provincial:

1.- Zona Norte: parte de la fitoregion Chaquefia, es atravesada por un gradiente de

humedad y temperatura que define dos regiones, Chaco seco y Chaco himedo y que
la convierte en la zona mas heterogénea (Arzamendia & Giraudo, 2004). La
temperatura media anual es de 20,5 °C y la precipitacion media anual de 1325 mm en
la region mas himeda (Giorgi et al., 2008) y entre los 500 y 700 mm anuales en la
region seca (Burkart et al., 1999). La superficie agricola ocupa entre 3,4 y 20 % del
total. De acuerdo con la zonificacién agro-econdémica de INTA se clasifica como zona
ganadera y mixta del norte y como sub-zona mixta del noreste (Giorgi et al., 2008).
Son tierras de aptitud media con fuertes restricciones para el uso agricola y de uso

mayoritario ganadero en las zonas de aptitud baja, con participacion
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predominantemente agricola cerca de la zona de Reconquista y aumento de la
importancia del girasol, al que se agregan la cafia de azucar y el algodoén, junto con los

cultivos comunes al resto de la provincia (soja, trigo y maiz).

2.- Zona Centro: parte de la fitoregién del Espinal (Arzamendia & Giraudo, 2004). Mas

del 42% de su superficie estd destinada a la actividad agricola. De acuerdo con la
zonificacién agro-econémica de INTA se clasifica como zona mixta del centro y como
sub-zona mixta del centro-oeste. De acuerdo con esta clasificacion, la temperatura
media anual es de 18 °C y la precipitacion media anual de 1025 mm. Son tierras de
aptitud heterogénea, con predominio general de tierras con aptitud agricola media y
alta. El uso mayoritario esta destinado a la ganaderia intensiva (tambo e invernada
sobre pasturas de alfalfa), con participacién agricola de los cultivos de soja de 2%,

trigo, maiz y girasol, en tierras con alta capacidad productiva (Giorgi et al., 2008).

3.- Zona Sur: parte de la fitoregion Pampeana. De acuerdo con la zonificacion agro-
econdmica de INTA se clasifica como zona agricola y como sub-zona agricola de la
Pampa. Con base en esta clasificacion, la temperatura media anual es de 16,5°C y la
precipitacion media anual de 1025 mm. Las tierras de aptitud agricola ocupan el 75 %
de la superficie total, con predominio de las de alta capacidad productiva. El uso
mayoritario esta destinado a cultivos de soja, seguidos por trigo y maiz,

secundariamente pasturas de base alfalfa (Giorgi et al., 2008).

4.-Zona de Costa: eco-region Deltas e islas del Parana. La presencia de cuerpos de

agua genera efectos climaticos locales, caracterizados por un alto valor de humedad
ambiente y atemperamiento de los extremos de temperatura diarios y estacionales.
Solo el 21% de su superficie es utilizada en agricultura. De acuerdo con la zonificacion
agro-econdémica de INTA se clasifica como zona ganadera y como sub-zona ganadera
del Bajo de los Saladillos. De acuerdo con esta clasificacién, la temperatura media

anual es de 19,5 °C y la precipitacion media anual de 1200 mm. Caracterizado por una
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depresion de los suelos, ocupada por praderas humedas, praderas saladas y montes
espinosos, dedicados a la ganaderia de cria extensiva. En las elevaciones del terreno
se realiza un uso mas intensivo, ademas tienen importancia la horticultura, cultivo de

arroz y la silvicultura (Giorgi et al., 2008).

En este contexto ambiental y productivo se inserta la apicultura como actividad
complementaria, lo que define en tiempo y espacio el marco de la produccién apicola
caracterizado por la disponibilidad de alimento, el desarrollo del nido de cria,

exposicion a factores de stress y el periodo de cosecha de miel.

Diagnéstico de Varroosis

A nivel epidemioldgico, para estimar la presencia de una enfermedad se requiere de
una prueba diagnostica que sea, en la medida de las posibilidades, rapida, econémica

y confiable (Tarabla & Signorini, 2013).

El ciclo de vida de Varroa destructor presenta dos fases (forética y reproductiva), lo
que define dos posibles pruebas para evaluar el nivel de infestacion en las colmenas.
La fase forética s6lo es llevada a cabo por hembras adultas, que se localizan sobre las
obreras y zanganos de Apis mellifera y que permiten la transmision horizontal de la
enfermedad mediante la deriva o el “pillaje” (Fries & Camazine, 2001). La fase
reproductiva (acoplada con la presencia de cria de abejas) implica el ingreso de las
hembras adultas a las celdas de cria y el comienzo de la reproduccion del parasito

(Donzé & Guerin, 1994).

Aunque realizar ambas pruebas en paralelo es una medida 6ptima para estimar el
grado de parasitacion en las colmenas, no es posible aplicarlo a gran escala y de
manera sistematica. La llamada “prueba del frasco” para estimar el porcentaje de
Varroa en abejas adultas es una técnica relativamente sencilla y poco invasiva, que se
ajusta en gran medida a las necesidades de un estudio epidemiologico. Para
establecer que esta prueba es un buen indicador del nivel de infestacién con V.
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destructor, es necesario conocer con qué grado de precision este pardmetro refleja el

estado de la enfermedad en su fase reproductiva.

Pardmetros reproductivos de Varroa destructor en las diferentes zonas de Santa Fe.

La reproduccién es un componente clave en el crecimiento de las poblaciones de V.
destructor (Harris et al., 2003). En todas las colmenas infestadas, existe una cierta
proporcion de acaros que no pueden reproducirse o que no lo hacen exitosamente
(Harbo & Harris, 1999). Por lo tanto, diferentes porcentajes de infestacién pueden ser
el resultado de diferentes tasas de reproduccion. Las causas de infertilidad pueden ser
diversas (Kirrane et al., 2011; Wendling et al., 2014) asi como el conjunto de variables
que afectan las condiciones reproductivas del parasito, relacionados en parte a los
factores ambientales (Harris et al., 2003). Multiples estudios se han enfocado en
estudiar los mecanismos por el cual la reproduccion de V. destructor es interrumpida o
alterada (Garrido & Rosenkranz, 2003; Frey et al., 2013), lo cual excede el objetivo de
esta tesis. Independientemente de la causa puntual, desde el punto de vista de un
estudio epidemioldgico a escala regional, resulta fundamental conocer si la capacidad

reproductiva del acaro es homogénea a lo largo del area de estudio.

Con base en lo anteriormente mencionado, el disefio de un estudio epidemiolégico
requiere identificar previamente factores que pudieran influir en los resultados
obtenidos y que deben considerarse para no introducir errores en la interpretacion de
los mismos. En este sentido, describir las caracteristicas de cada zona de la region de
estudio, tanto con relacion a las practicas apicolas como a la reproducciéon del
parasito, asi como seleccionar una prueba de diagndstico de la enfermedad adecuada,

resultan ser actividades preliminares esenciales.

OBJETIVOS

e Caracterizar las zonas agroecoldgicas tradicionales de Santa Fe desde el punto
de vista de la actividad apicola.
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o Evaluar el potencial de la determinacion del porcentaje de parasitacién con
Varroa destructor en abejas adultas como herramienta apropiada de
diagndstico en un sistema de vigilancia epidemiolégica a nivel provincial.

e Determinar los parametros reproductivos de Varroa destructor en cada zona de

la provincia de Santa Fe.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de las zonas de estudio dentro de la provincia de Santa Fe.

Se delimitaron cuatro zonas de estudio de acuerdo con la clasificacién de Argentina en
eco-regiones (Burkart et al., 1999) y la clasificacibn agroeconémica de la provincia de
Santa Fe realizada por INTA (Giorgi et al., 2008). Sobre la base de ambas
clasificaciones, y con el objetivo de incluir el manejo apicola, durante el afio 2012 se
realizaron en total 25 encuestas semi-estructuradas (Figura 1.1) distribuidas entre los
asesores técnicos correspondientes a cada zona dentro del Programa Federal de
Reconversién Productiva para la Pequefia y Mediana Empresa Agropecuaria (INTA-
Cambio Rural). La encuesta (Anexo 1) relevé los siguientes datos: periodo anual de
floracién con especificacién de entrada de polen y de néctar, momento (especificando
al menos por mes o quincena) de finalizacion de cosecha de miel (bajada a camara) y
comienzo de tratamientos terapéuticos, momento de desarrollo del nido de cria en las

colmenas y aplicacién de tratamientos post-invernales.

Es posible que el conocimiento de la flora apicola no sea equivalente entre todos los
encuestados. Para unificar la informacion referida a entrada de polen y néctar en las
colmenas se pidi6 a cada tecnico que realizara una valoracion cualitativa para cada
mes del afio, en donde asignaran el valor 10 a el/los mes/es con mayor entrada y 0
aquellos sin entrada. Esta consigna permitid relativizar los conocimientos sobre flora
apicola de cada técnico y evitar potenciales confusiones sobre distintos nombres

vulgares.

37



T T T T
62° 61* Chaceo  60° 39°
800 mm 900 mf(ﬁ haco 1000 mm 1100 mm

Santiago del
Estero 20°C
Corrientes
L 1ge
19°C
alle del
i M| Norte
Wi B Centro
. B Sur
s Entre Rios Costa

"
LG

Figura 1.1 Distribucion de las encuestas de curva de floracién por zona de la provincia
de Santa Fe con relacion a las regiones fitogeograficas (Extraido y modificado de
Arzamendia & Giraudo, 2004)

La informacion referida al flujo de nectar y polen se analiz6 cuantitativamente
utilizando la mediana de los datos como medida de tendencia central y los cuartiles 25
y 75% como medida de dispersion con el fin de obtener un valor resumen para cada
zona. El resto de las preguntas se analizaron cualitativamente con el objetivo de
describir, sobre los flujos de nectar y polen, los momentos destacados del manejo
apicola en la zona. Para el caso puntual de la zona de la costa, la encuesta fue
contestada unicamente por dos técnicos, cada uno perteneciente a diferentes

departamentos y los resultados serdn presentados por separado.
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Diagnéstico de Varroosis

Se seleccionaron tres apiarios, uno por cada zona (Tabla 1.1). En la zona de la costa
no fue posible implementar los muestreos debido a la dificultad para realizar visitas

periddicas en lugares de dificil acceso.

Se realizaron cuatro muestreos a lo largo del 2012-2013 para estimar el porcentaje de
Varroa correspondientes a: Inicio de la temporada de produccién de miel (primavera),
fecha anterior y posterior al tratamiento con acaricidas durante el otofio y una muestra
invernal (julio).

Se relevaron 20 colmenas por apiario donde se tomaron, a campo, los siguientes
datos de acuerdo con el protocolo consensuado por miembros del PE N° 123022 del
Programa Nacional Apicola de INTA: se cuantificé el nimero de cuadros cubiertos con
abejas (CCA), cuadros cubiertos con cria (CCC), cuadros cubiertos con polen y con
miel (CCP y CCM, respectivamente) y se estimo el porcentaje de Varroa en cria de
abejas (VC) y en adultas (VF) (ver metodologia detallada en materiales y métodos

generales).

Tabla 1.1. Ubicacidon geografica de los apiarios distribuidos en las zonas de la

provincia de Santa Fe.

Localizacién geogréfica
Zona Localidad
Latitud Longitud
NORTE Reconquista 29°08’40,91” S 59° 38’ 36,74” O
CENTRO Rafaela 31°11° 02,19 S 61°29 51,37” O
SUR Casilda 33°02 54,82” S 61° 08’ 53,82” O
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La asociacion entre los porcentajes de VC y VF para las tres regiones y entre los
niveles de Varroa y los pardmetros de fortaleza de la colmena se analizaron mediante

correlacion de Spearman.

Se establecieron categorias para ambos pardmetros (VC y VF) con base en su
significancia para el manejo de las colmenas (Bulacio Cagnolo, 2011). Se consider6
que aquellas colmenas que presentaban porcentajes de infestacion en VF y en VC
menores al 3% se encontraban en un estado sanitario muy bueno. Todos los casos
gue presentaron valores entre 3 'y 10% se consideraron como estado sanitario bueno,
dado que probablemente se corregirian con un tratamiento acaricida. Por ultimo,
aquellos casos donde los valores de infestacion en abejas adultas y en cria superaron
el 10% fueron calificados como estado sanitario regular dado que aun aplicando un
producto acaricida, existia un dafio potencial por los altos niveles de parasitacion pre-
tratamiento. Se analizé la proporcién de colmenas que fueron categorizadas en el
mismo estado sanitario de acuerdo con su porcentaje de VF y VC mediante Chi-
cuadrado de Pearson y el estimador Kappa (Cohen, 1960), que indica cudl es el grado

de concordancia entre dos pruebas diagnosticas mas alla del azar.

Pardmetros reproductivos de Varroa destructor en las diferentes zonas de Santa Fe.

Los muestreos fueron realizados durante el mes de febrero de 2013 en los mismos
apiarios utilizados en el punto anterior (Tabla 1.1). Se seleccionaron al azar cinco
cuadros provenientes de cinco colmenas diferentes en cada apiario y se llevaron al
laboratorio. Con la ayuda de una pinza se desopercularon, bajo lupa (6X), celdas de
cada cuadro hasta contabilizar 25 familias de Varroa (o hasta 200 celdas por cuadro)
provenientes de pupas de aproximadamente 16-18 dias con ojos lilas y torax
pigmentado (Eguaras et al, 1994). De cada una de estas celdas se extrajo la hembra
fundadora y todos los individuos de su descendencia, los que fueron clasificados en

protonifa, deutoninfa, hija joven y macho, segun Rosenkranz et al., 2010 (Figura 1.2).
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Se calcul6 la tasa de incremento (N° total de hembras maduras en la descendencia/N°
de 4caros parentales), la tasa de reproduccién (N° total de progenie del &caro/N° de
acaros parentales) y la proporcion de hembras infértiles (Ifantidis, 1984). Ademas, se
determind la viabilidad de la descendencia de acuerdo con los estadios inmaduros que
estaban presentes en cada celda. La clasificacion de cada celda quedd determinada

de la siguiente manera:

Celdas que solo presentaron la hembra fundadora: hembras no reproductivas
(HNR)
e Celdas que presentaron la fundadora y descendencia: hembras reproductivas
(HR)
e Celdas con HR que solo presentaron protoninfas o no presentaban macho:
descendencia no viable (DNV).
e Celdas con HR que presentaban el macho y al menos una deutoninfa:
descendencia viable (DV) (Martin, 1994).
El nimero de familias contabilizadas en Casilda (zona sur) durante el 2013 fue muy
bajo (n=4). Por lo tanto, durante el mes de febrero de 2014 se efectué un segundo
muestreo en ese mismo apiario (n=40). Se registraron los datos de temperatura y
humedad para ambos periodos de estudio en todas las zonas.
Las tasas de incremento y de reproduccién y las proporciones de hembras no
reproductivas y con descendencia no viable se compararon entre las zonas de la

provincia mediante analisis de Kruskal Wallis y Chi-cuadrado (analisis univariante).
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Figura 1.2 Familia completa de Varroa destructor. Arriba de izquierda a derecha:

Protoninfa, deutoninfa, deutocrisalida. Abajo de izquierda a derecha: hija joven,
hembra fundadora o madre, macho adulto (Extraido de Rosenkranz et al., 2010)

RESULTADOS

Caracterizacion de las zonas de estudio dentro de la provincia de Santa Fe de acuerdo
con las encuestas realizadasa los técnicos de Cambio Rural.

La zona norte de la provincia presenté un periodo de ausencia de flujo de néctar y
polen mas corto en comparacion con el centro y el sur (Figura 1.3). El comienzo del
periodo de mayor ingreso de néctar se registré en octubre en el norte, mientras que en
el centro fue durante diciembre y en el sur durante noviembre (Figura 1.5).

Para la costa la situacion fue completamente diferente dado que el principal flujo de
néctar se reportd a partir de enero (Figura 1.4). Respecto al polen, tanto en el centro
como en el sur se mencion6 la ausencia total en el periodo mayo-julio, con un
aumento aparente a partir de agosto. Para la zona norte por el contrario este periodo

abarco los meses de junio y julio (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Caracterizacién del flujo de polen y néctar para la zona norte, centro, sury
costa, de acuerdo con las encuestas realizadas a técnicos de Cambio Rural.
Mediana (====); primer y tercer quartil (sssss)

En el departamento General Obligado en la zona norte de la costa se reporté ausencia
de polen entre los meses de junio y agosto, mientras que la entrada de polen en el

departamento Garay, hacia el centro de la costa de la provincia, fue continua durante

el afio con una reduccioén en los meses del invierno (Figura 1.4).
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Figura 1.4 Caracterizacion del flujo de polen y néctar para la zona de costa de la
provincia de Santa Fe, de acuerdo con las encuestas realizadas a técnicos de Cambio

Rural.

Los técnicos mencionaron en las encuestas que la apertura del nido de cria comienza
mas temprano en el norte y en la costa en comparacion con el centro y sur de la

provincia, donde ocurre hacia el inicio de la primavera Figura 1.5)

Diagnéstico de Varroosis

Se encontré una buena correlacion positiva (r >0,6) entre el porcentaje de VC y VF en
todas las zonas, ajustandose mejor la registrada en la zona sur. En relaciéon a los
pardmetros de fortaleza de la colmena, si bien en algunos casos fueron
estadisticamente significativos (P< 0,05), los coeficientes de correlacion con los
porcentajes de infestacion con Varroa tendieron a ser bajos (r< 0,6) en todos los casos

(Tabla 1.2).
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Zona Tratamiento Aperturanido Ingreso Fin de Tratamiento
Primavera de cria Néctar cosecha post-cosecha

Norte En general julio octubre/ diciembre/ febrero/
NO /agosto noviembre enero marzo
. agosto/ ici febrero/
- Centro — Variable g. | diciembre/ = - marzo
septiembre enero marzo
| sur | | En general | | agosto/ | noviembre/ | | febrero/ L arzo
NO septiembre enero marzo
| | | En general | | mediados | | enero/ | , 1
Costa NO de agosto marzo abril abril/mayo

Figura 1.5 Calendario de las principales actividades/condiciones relacionadas con la
actividad apicola para las distintas zonas de la provincia de Santa Fe, de acuerdo con

las encuestas realizadas a técnicos de Cambio Rural.

En la zona norte, el grado de correlacion en cada temporada fue baja, sin embargo el
grado de correlacion global, sin considerar las estaciones climéticas, arrojé una buena
correlacion (r= 0,744; P< 0,01). En el caso de la zona centro se encontré que la mejor
correlacion fue durante la etapa pre-tratamiento (r=0,653; P< 0,01), presentado valores
de correlacion muy bajos en el resto de las estaciones. Por ultimo en la zona sur el
grado de correlacion fue bueno durante el invierno (r=0, 740; P< 0,01) y la etapa pre-
tratamiento (r=0,743; P< 0,01). Asimismo, el grado de correlacion global de la zona fue

muy bueno (r=0,808; P< 0,01) (Tabla 1.3).
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Tabla 1.2 Correlacién de Spearman entre los porcentajes de Varroa Forética (VF) y
Varroa en Cria (VC) y los parametros de colmenas: cuadros con abejas (CCA),
cuadros con cria (CCC), cuadros con polen (CCP) y cuadros con miel (CCM), para las
tres zonas evaluadas en la provincia de Santa Fe.

Coeficiente de correlacion de Spearman/Zona

Parametros
Norte Centro Sur

VE-VC 0,744** 0,613** 0,808**
VFE-CCA 0,213 0,431** -0,491**
VC-CCA 0,278* 0,245* -0,401*
VE-CCC 0,365** 0,570** -0,519*
VC-CCC 0,365** 0,346** -0,446**
VF-CCP -0,266* -0,071 -0,420**
VC-CCP -0,151 -0,176 -0,315
VE-CCM 0,370** 0,025 0,305**
VC-CCM 0,331** 0,021 0,272*

** Correlaciones significativas con P< 0,01

*Correlaciones significativas con P< 0,05

Se evalud la correlacion entre ambos parametros (VF vs. VC) en cada una de las
estaciones, dado que la fluctuacién estacional es un componente importante en la
dindmica de la enfermedad. De esta manera se observé que los coeficientes fueron
muy bajos en las etapas post-tratamiento (r=0,350; P<0,01) y al inicio de la temporada
(r=0,326; P<0,05). Por otro lado, en la etapa de pre-tratamiento (r= 0,785; P< 0,01) y
durante el invierno (r=0,583; P< 0,01), el grado de correlacion fue muy bueno y
aceptable, respectivamente (Tabla 1.3). A pesar de la variabilidad, correlaciones
marginales (estacion por estacion independientemente del sitio o sitio por sitio sin
considerar la estacién) se observo una buena correlacion entre VF y VC (r= 0,673;

P<0,01).
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Tabla 1.3. Correlacion de Spearman entre los porcentajes de Varroa Forética (VF) y
Varroa en Cria (VC), para las tres zonas evaluadas en la provincia de Santa Fe,

durante cuatro momentos de monitoreo clave para el desarrollo de la enfermedad.

Inicio de Pre- Post- Todas las

Invierno
Temporada tratamiento tratamiento  estaciones
Norte r=0,408 r=0,392 r=0,524* r=0,243 r=0,744**
Centro r=0,064 r=-0,041 r=0,653** r=0,381 r=0,613**
Sur r=0,740** r=------ r=0,743** r=0,1 r=0,808**
Todas las  r=0,583** r=0,326* r=0,785** r=0,350** r=0,673**

regiones

** Correlaciones significativas con P< 0,01

*Correlaciones significativas con P< 0,05

Evaluamos el porcentaje de colmenas calificadas en la misma categoria para ambos
parametros de infestacién (Tabla 1.4). Cuando el porcentaje de infestacién en VF fue
<3% (muy bueno), el 97% de las mismas presentaron un nivel de Varroa en cria
concordante (<3%). Para el caso de las colmenas que presentaron un estado sanitario
bueno evaluando VF (entre 3 y 10%), se podria haber sobrestimando el estado
sanitario de la cria dado que un 32,1% de los casos presentaron <3% en cria. De la
misma forma, més del 50% colmenas que tuvieron >10% de infestacion en abejas
adultas (categoria regular) presentaron porcentajes de infestacién en cria mas bajos.
El test de concordancia arrojé un valor del estimador Kappa = 0,652 (IC95% 0,547 —

0,758; P< 0,0001).
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Tabla 1.4 Proporcién de casos en cada una de las categorias de porcentaje de
infestacién con Varroa en estado forético y en estado reproductivo.

Categorias de Varroa en Cria

Hasta 3% 3% -10% Mas de 10% Total

192 6 0 198
Hasta 3%
97,0% 3,0% 0% 100,0%
9 18 1 28
3%-10%
Categorias de 32,1% 64,3% 3,6% 100,0%
Varroa
Forética Mas de 1 6 5 12
0,
10% 8,3% 50,0% 41,7% 100,0%
202 30 6 238
Total
84,9% 12,6% 2,5% 100,0%

Pardmetros reproductivos de Varroa destructor en las diferentes zonas de Santa Fe.

No se encontraron diferencias significativas en la tasa de reproduccion (U de Mann-
Whitney= 73,5; P= 0,79), la tasa de incremento (U de Mann-Whitney= 70; P=0,46), la
proporcion de HNR (x°=0,044; P=1,000) y la DNV (x’= 1,8; P= 0,24) cuando se
compararon los parametros reproductivos en ambos afios en Casilda (zona sur).
Cuando comparamos los datos de Rafaela (zona centro) y Reconquista (zona norte)
con los datos de Casilda 2014, encontramos que la tasa de incremento fue similar en
todas las zonas (x°= 0,73; gl= 2; P= 0,694) mientras que la tasa de reproduccion fue
menor en esta ultima (x’= 6,15; gl= 2; P= 0,046). De la misma manera, la proporcion
de hembras no reproductivas fue mayor en la zona sur (30%; x°= 16,898; P= 0,001)
pero la proporcion de DNV fue similar en las tres zonas (x’= 3,051; P= 0,384) (Tabla

1.5).
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Tabla 1.5. Comparacion de la tasa de incremento, tasa de reproduccion, la proporcion

de hembras no reproductivas y la descendencia no viable de individuos de Varroa

destructor entre la zona norte, centro y sur de la provincia de Santa Fe.

Parametros
. Casilda 2014  Casilda 2013 Rafaela Reconquista
Reproductivos
T. 1 0,11+0,31 0,0£0,0 0,10+0,30 0,09+0,36
Casilda 2014 - 0,46 0,86 0,41
Casilda 2013 - e 0,72 0,84
Rafaela @ - e e 0,47
Reconquista - eeeeem e e
T.R. 1,5+£1,29 1,25+0,96 2,03+£1,11 2,14+,1,23
Casilda 2014 - 0,79 0,027* 0,03*
Casilda 2013 - e 0,21 0,23
Rafaela @ === eeeeee e 0,88
Reconquista - —eeeeem e e
N 40 4 62 44
12/40 1/4 5/62 1/44
HNR
30% 25% 8,1% 2,3%
P (pearson-x°)
20/28 1/3 35/57 31/43
DNV
71,4% 33,3% 61,4% 72,1%

P (pearson-x°)

T.I: Tasa de incremento- T.R: Tasa de reproduccion

HNR: Proporcién de hembras no reproductivas- DNV: descendencia no viable.
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Las temperaturas maxima y media diaria promedio fueron similares en las tres zonas
(F= 0,95; gl= 2; P= 0,9 y F= 0,47; gl= 2; P= 0,6; respectivamente) (Tabla 1.6). La
temperatura minima fue menor en la zona de Rafaela (F= 6,36; gl= 2; P= 0,002).
Respecto al porcentaje de humedad relativa (HR) diaria promedio, fue

significativamente mayor en el sur de la provincia (F= 60,43; gl= 2; P< 0,0001).

Tabla 1.6. Temperatura maxima, minima y media diaria y humedad relativa (media +
desvio estandar) para el periodo enero-febrero 2013 en Reconquista y Rafaela y

enero-febrero 2014 en Casilda.

T-Max T-Min T-Media HR (%)

Reconquista 30,89 + 3,74 19,67 +2,90* 25,29 +2,91° 69,08 + 9,42%
Rafaela 30,61 +4,38% 17,72+2,71° 25,32 +3,41* 67,98 + 10,22°

Casilda 30,90 + 4,18* 19,18 +3,57* 24,78+ 3,88° 84,63 + 7,65"

ANOVA -Test de Tuckey Letras diferentes expresan diferencias significativas (P<0,05)

DISCUSION

El disefio de un estudio epidemioldgico se basa en informacién previamente generada
sobre el area de estudio, las caracteristicas del agente etiol6gico y las pruebas

diagnésticas para la estimacion de la prevalencia en la poblacion (Smith, 2006).

A pesar de que el ambiente dentro de una colmena es estable, algunos factores como
la humedad y la disponibilidad de alimento varian considerablemente de acuerdo con
condiciones locales y estacionales, las que también influyen sobre el crecimiento de
las poblaciones de V. destructor (Garcia Fernandez, 1997). La variable zona presenta
multiples componentes, entre los que se encuentran los patrones climéticos, el uso de
la tierra y la actividad apicola caracteristica de cada lugar. Este conjunto de factores
afectan el desarrollo de las colmenas de A. mellifera y por lo tanto también influyen
sobre las poblaciones de V. destructor. Al mismo tiempo, los cambios estacionales en
las colmenas pueden afectar directa o indirectamente las poblaciones de acaros
(Moretto et al., 1991; Moretto & Leonidas, 2003).
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De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, la zona norte
presenté un periodo privado de polen y néctar mas corto, dado en parte porque la
temperatura y precipitacion media anual es mas alta que en el resto de la provincia.
Estas mismas condiciones también determinan en parte que la apertura del nido de
cria se dé previamente en esa zona. El clima influye sobre la produccién de polen y
néctar y por lo tanto sobre las actividades y el desarrollo de la colmenas de A. mellifera
(Le Conte & Navajas, 2008). Si bien la temperatura media en la costa fue similar al
centro y sur de la provincia, segun los técnicos encuestados, el periodo sin alimento
también es breve o directamente no hay una interrupcién marcada en el flujo de néctar
y polen. La zona de la costa presenta mayor diversidad y abundancia de flora apicola,
tanto por la influencia de los cuerpos de agua (mayor humedad en el ambiente) como
por una menor explotacion agricola-ganadera (solo el 21 % de su territorio es apto
para la actividad agropecuaria). La variacién estacional de la floracion afecta
inevitablemente el desarrollo de las colmenas, lo que al mismo tiempo afecta el

desarrollo y la proliferacion del parasito (Garcia Fernandez, 1997).

Las encuestas realizadas a los asesores de los productores apicolas aportaron
informacion clave sobre la dinAmica ambiental y productiva de cada zona dentro del
area de estudio. De esta manera se pudo establecer un cronograma de monitoreo
adaptado a cada zona, determinando la fecha estimada del inicio de una temporada de

cosecha e inicio de tratamientos tanto en otofio como en invierno-primavera.

La forma mas precisa de estimar el nivel de infestacion con V. destructor en colmenas
de de A. mellifera es evaluar simultdneamente la presencia de acaros en las celdas de
cria y en las abejas adultas. Sin embargo, esta metodologia genera un gran impacto

sobre la colmena, demanda mucho tiempo y requiere de cierta practica.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede afirmar que existe una buena

correlacion entre la estimacion de la parasitacion con Varroa en abejas adultas y en
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cria. Esto habilitaria el uso Unicamente de la prueba del frasco como prueba
diagnostica para estimar el nivel de parasitacion de las colmenas, especialmente en el
marco de un estudio epidemioldgico. Esta relacién, observada durante la etapa de pre-
tratamiento, resulta utii desde el punto de vista productivo y sanitario. Es
imprescindible contar con una buena herramienta de estimacion de la enfermedad en
abejas adultas (Branco et al.,, 2006; Lee et al., 2010) que esté altamente
correlacionada con los niveles en cria y que permita tomar decisiones de manejo
apropiadas durante el momento clave para aplicar un tratamiento acaricida (Delaplane
et al., 2005). Asimismo es posible sugerir que, dada la practicidad y simpleza de la
prueba del frasco, los productores apicolas pueden aplicarla en sus apiarios para

monitorear la enfermedad a lo largo del afio (Lee et al., 2010).

El grado de correlacion entre los porcentajes de infestacién estimados por ambos
métodos no fue igual en distintos momentos del afio. La relacion entre ambos
parametros fluctia dado que el desarrollo de las poblaciones de V. destructor esta
acoplado a la estacionalidad del ciclo reproductivo de las abejas (Martin, 1994; Garrido
& Rosenkranz, 2003; Frey et al., 2013). Esto implica que el radio de parasitacion entre
las abejas adultas y las celdas de cria dependera en parte de la dinAmica estacional

de las colmenas (Martin, 1998; Rosenkranz & Renz, 2003).

La mejor correlacion se obtuvo durante la etapa previa al tratamiento acaricida de
otofio. Este es el momento del afio donde el parasito se encuentra en niveles
poblacionales altos en abejas adultas y con disponibilidad de cria para su reproduccion
(Rosenkranz et al., 2010; Antunez et al., 2015). Debido a que los acaricidas acttuan
exclusivamente sobre la carga parasitaria en fase forética (Martin, 1998; MAF, 2001)
luego de un tratamiento, se produce un desequilibrio en la correlacion entre los niveles
de parasitacién estimados segun cada parametro. En este mismo sentido, la reduccién

del nido de cria durante el invierno producird un efecto similar pero opuesto,
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concentrando la poblacion de &caros en la poblacién de abejas adultas (Calderon &

van Veen, 2008).

Un pardmetro no incluido en las mediciones realizadas en este estudio fue la
cuantificacién de celdas de zanganos en las colmenas. Esta variable podria influir en
el desarrollo poblacional debido a que la duracién del periodo de operculado en las
celdas de zangano permite un mayor numero promedio de hijas por hembra
fundadora. Si bien es un componente de la dinAmica poblacional, Mondragron et al.
(2005) sugirieron que la exclusion de la cuantificacion de acaros provenientes de las
celdas de zangano no influye significativamente en la estimacién total del crecimiento

de las poblaciones en la colmena.

Una gran proporcion de colmenas presentaron la misma categoria cuando se comparo
el estado sanitario asignado segun el porcentaje de VF y VC. De acuerdo con el valor
del estimador Kappa, el grado de concordancia entre ambas técnicas es sustancial
(Landis & Koch, 1977). Resulta altamente probable que al asignhar una categoria
sanitaria muy buena a una colmena de acuerdo con su porcentaje de VF esto coincida
con el estado sanitario de la colmena de acuerdo con el porcentaje de cria. El 64% de
las colmenas clasificadas como estado sanitario bueno (entre 3 y 10%) segin su
infestacién en abejas adultas, presentaban la misma condicion segun el porcentaje de
infestacién estimado en la cria. Del resto, solo el 3,6% presentaban una condicién
sanitaria en cria mas grave que en adultas. En la mayoria de los casos donde no
concordd el estado sanitario de la colmena segun ambos parametros, el grado de
infestacion en cria estaria sobreestimado si se considera solo la infestacion en abejas

adultas, lo que no conduciria a mayores problemas sanitarios.

Estos resultados refuerzan la posibilidad de utilizar el porcentaje de Varroa en abejas
adultas (VF) como un estimador preciso, rapido y econdmico de la prevalencia de

Varroosis en el marco de un estudio epidemioldgico.
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Pardmetros reproductivos de Varroa destructor en las diferentes zonas de Santa Fe.

El clima puede influir en la tasa de mortalidad general de las hembras adultas, dado
que los acaros de Varroa comienzan a morir cuando la temperatura es mayor a 38 °C
(Le Conte et al., 1990). Si bien las condiciones ambientales internas de una colmena
son estables (Garcia Ferndndez, 1997), la influencia del clima en la tasa de

crecimiento puede ir mas alla de efectos directos (Harris et al., 2013).

La tasa de reproduccion (N° total de progenie del 4caro/N° de acaros parentales) fue
mas baja en la zona sur. Posiblemente cambios en las abejas mediados por las
condiciones climaticas tengan un efecto en la reproduccién y supervivencia del acaro
(Moretto et al., 1991). Durante enero y febrero 2014, la HR en la zona sur fue mayor,
cercana a un promedio diario de 85%. Si bien este valor es ligeramente superior al
promedio dentro de las celdas de cria de abejas (Wohlgemuth, 1957) y al porcentaje
de HR apropiado para la reproduccion de V. destructor, las abejas tienden a
implementar mecanismos para mantener condiciones estables en la colmena (Jones &
Oldroyd, 2006). Otros estudios sugieren, por el contrario, que diferencias de 9—25% en
HR tienen un impacto negativo sobre la reproduccion bajo ciertas condiciones
ambientales, dado que altas temperaturas combinadas con alta HR no permiten a las

abejas controlar las condiciones apropiadamente (Kraus & Velthuis, 1997).

Historicamente, la zona sur presenta una temperatura media anual aproximadamente
2°C méas baja (Arzamendia & Giraudo, 2004), pero durante el periodo de estudio no se
registraron diferencias entre el sur y el resto de las zonas. Quiza la mayor diferencia
entre las zonas radique en la presencia de extensos cultivos de soja adaptados a lo
largo de toda la region pampeana argentina incluyendo el sur de Santa Fe (Pengue,
2005; Giorgi et al., 2008). La deficiencia nutricional inducida por un monocultivo

estacional, seguidos de ausencia total de recursos forrajeros puede afectar el
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desarrollo de las colmenas (Keller et al., 2005; Brodschneider & Crailsheim, 2010) y

consecuentemente la reproduccion del parasito.

La proporcion de hembras no reproductivas fue mayor en la zona sur en comparacion
con los datos obtenidos en el resto de las zonas de la provincia y también con datos
previamente publicados (Martin et al., 1997; Wendling et al., 2014). El efecto indirecto
de factores climaticos en la produccién de cria de abejas puede jugar un rol importante
en la fertilidad del acaro (De Jong, 1984; Marcangeli et al., 1992b). Variables
dependientes de las condiciones climaticas como el inicio y finalizacion de la
temporada de forrajeo y desarrollo de cria de abejas son dos de los factores mas
importantes que influyen sobre el crecimiento de las poblaciones de V. destructor

(Wilkinson & Smith, 2002).

Nuevos estudios son necesarios para identificar las caracteristicas de la zona sur que
tienen un impacto negativo sobre la reproduccion de V. destructor, especialmente para
determinar si estas diferencias se mantienen a lo largo del tiempo. No obstante,
profundizar sobre las diferencias regionales en este sentido no fue objetivo de este

estudio.

Los resultados obtenidos implican que a lo largo de la provincia de Santa Fe la
reproduccion del 4caro puede no ser uniforme, al menos durante el otofio en la etapa
previa al tratamiento acaricida. Las condiciones ambientales (clima + actividades
agropecuarias) influyen de manera directa o indirecta sobre el desarrollo de las
poblaciones de Varroa. Estas diferencias deben tenerse en cuenta tanto al disefar

como al analizar los resultados obtenidos mediante estudios a escala regional.

CONCLUSIONES

e Las zonas agroecoldgicas establecidas para la provincia de Santa Fe
estuvieron signadas por las condiciones ambientales, el uso de la tierra y el
calendario de préacticas apicolas.
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El porcentaje de infestacion con Varroa destructor en abejas adultas (forética)
es un buen estimador de la situacion sanitaria de las colmenas y permite
evaluar la prevalencia de la enfermedad mediante un monitoreo sistemético a
nivel provincial.

Es necesario considerar las diferencias en la tasa de reproduccién y la
proporcion de hembras no reproductivas de Varroa destructor registradas a lo
largo de la provincia de Santa Fe en el disefio y andlisis de un estudio

epidemioldgico a escala regional.
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Capitulo Il

ANALISIS DE FACTORES DE RIESGO

ASOCIADOS CON Varroa destructor

EN LA ETAPA PRE-TRATAMIENTO

ACARICIDA DE OTONO?

! Giacobino A., Bulacio Cagnolo N., Merke J., Orellano E., Bertozzi E., Masciangelo G.,
Pietronave H., Salto C. & Signorini M. 2014. Risk factors associated with the presence of Varroa

destructor in honey bee colonies from east-central Argentina. Prev. Vet. Med.115: 280-287.



INTRODUCCION

Varroa destructor (Anderson and Trueman) (Acari: Mesostigmata) es un ectoparasito
obligado de Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae). Actualmente, es considerado de
distribuciéon cosmopolita (Oldroyd, 1999; Rosenkranz et al., 2010) y una de las
principales amenazas a la apicultura mundial (Genersch, 2010). Durante los estadios
de larva y pupa de las abejas, los acaros ingieren hemolinfa causando pérdida de peso
(Duay et al., 2003), malformacion de las obreras y debilidad general en las colmenas
(Marcangeli et al., 1992a; Garedew et al., 2004) y una reduccion en el tiempo de vida
de las abejas (Amdam et al., 2004). Ademas, V. destructor actia como vector de
varios virus presentes en las abejas meliferas (Chen & Siede, 2007) y es sugerido
como la principal causa asociada a la pérdida de colmenas durante el invierno

(Guzman Novoa et al., 2010).

En Argentina, el control de V. destructor es especialmente importante, dado que se
exporta alrededor del 95% de la produccion nacional de miel y contribuye con el 6% de
la produccion mundial (SAGPYA, 2009). Dado que numerosos cultivos dependen de
las abejas para la polinizacion, la pérdida de colmenas es ademas un problema

econémico a escala global.

Se cree que las practicas apicolas son en parte responsable de mantener las formas
mas virulentas de los patégenos, especialmente porque contribuyen a su transmision
horizontal (Fries & Camazine, 2001). Ademas, ciertas practicas en la apicultura, como
tener colmenas trashumantes o no rotar los acaricidas, revelarian que los factores
socioecondmicos tienden a mejorar artificialmente el rendimiento de ciertas

enfermedades.

La disponibilidad de recursos para las abejas depende de las condiciones ambientales
de cada zona geografica (Murray et al.,, 2009). Al igual que en otros paises, en
Argentina, la cantidad y calidad de las fuentes de alimento ha decrecido notablemente

(vanEngelsdorp & Maixner, 2010). La reduccion de la diversidad de flores se debe en
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gran medida a cambios en el uso de la tierra (Kremen et al., 2007), promovidos por el
avance tecnoldgico y los precios de mercado. EI comportamiento de “robbing” o
“pillaje” consiste en el robo de miel entre colmenas, lo cual es muy frecuente cuando
los recursos alimenticios se vuelven escasos y termina impactando en la transmision

horizontal de V. destructor (Fries & Camazine, 2001).

Todo esto sugiere que la apicultura se ve amenazada por multiples y complejas
variables que involucran factores biologicos, ecologicos y socio-econémicos.
Recientemente, una revision de trabajos sobre las pérdidas de colmenas acontecidas
en Europa, Japon y los EE.UU. sugirié que si bien V. destructor juega un papel central
no puede explicar por si solo las pérdidas reportadas (Neumann & Carreck, 2010). A
escala regional, junto con la pérdida de colonias, el desarrollo de poblaciones
resistentes a los acaricidas y la falta de tratamientos coordinados son algunos de los
problemas mas graves en materia de control de la poblacién de acaros (Frigoli &

Poffer, 2013).

En este contexto, deben considerarse estrategias alternativas o complementarias al
control quimico, incluyendo los programas de prevencion y control de enfermedades.
Estos programas se basan en estudios epidemiolégicos que identifican factores que
pueden explicar o contribuir a los brotes de enfermedades (vanEngelsdorp et al.,
2013). En los apiarios de América del Sur no se conocen los factores de riesgo

asociados con la infestacion de V. destructor.

OBEJTIVOS

e Estimar la prevalencia de colmenas con porcentajes de infestacién con Varroa
destructor superiores al umbral de dafio establecido para la etapa pre-

tratamiento acaricida durante el otofo.
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¢ Identificar los factores de riesgo asociados con colmenas cuyos porcentajes de
infestacién con Varroa destructor superen el umbral de dafio durante el otofio

previo a la aplicacién de un tratamiento acaricida.

MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio y tamafio de muestra

Se realiz6 un estudio observacional transversal entre febrero y mayo de 2013 en la
provincia de Santa Fe. El porcentaje de infestacién con V. destructor fue estimado
luego de la cosecha de miel y antes de la aplicacion de un tratamiento acaricida dado
que tanto el monitoreo como los tratamientos son practicas claves para garantizar
buenas condiciones sanitarias para el invierno (Currie & Gatien, 2006). EI marco
temporal del estudio (casi 5 meses) abarcO en su extension las fechas de finalizacion
de cosecha e inicio de tratamientos de todos los apiarios, que varian ampliamente de
acuerdo a las zonas dentro de la provincia. Este periodo se caracteriza por presentar
altas cargas parasitarias en las colmenas, debido a que los factores ambientales como
el clima y el flujo de néctar son favorables para el crecimiento de las poblaciones del

acaro (Rosenkranz et al., 2010).

Trabajos previos han determinado un umbral de dafio de 3% (3 &caros por 100 abejas
adultas) para la provincia de Santa Fe (Bulacio Cagnolo, 2011) o condiciones
ambientales similares. Cuando los niveles de infestacién superan este valor, se

recomienda tratar las colmenas para evitar pérdidas severas durante el invierno.

Se analizaron en total 63 apiarios pertenecientes a diferentes apicultores. El tamafio
de la muestra se estimo (nivel de confianza del 95% y una precision en la estimacion
<10,5%) teniendo en cuenta que habia en total 3735 apiarios en la provincia de Santa
Fe con una prevalencia esperada de 74% de colmenas con un porcentaje de
infestacion >3% (SENASA, 2007; Departamento de Agricultura de Santa Fe, 2008). Se
definieron cuatro zonas con base en el periodo de flujo de néctar y el calendario de
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practicas de manejo, la categorizacion de eco-regiones (Burkart et al., 1999;
Arzamendia & Giraudo, 2004) y el uso de la tierra (Giorgi et al., 2008): norte, centro,

costa y sur (Figura 2.1).

28° 047

30°30°

Latitud ()

32°47°

349247

62°953" 60°16" L8507
Longitud (O)

Figura 2.1 Distribucion por zona de los apiarios incluidos en los monitoreos de la

etapa pre-tratamiento en la provincia de Santa Fe.

El nimero de apiarios por zona fue asignado de acuerdo con la proporcién de apiarios
distribuidos en la provincia (Moher et al., 2010), dado que la estratificacion espacial es
utilizada en estudios de gran escala para asegurar un niumero insesgado de unidades
por zona. Dentro de cada apiario, se seleccionaron al azar un minimo de 6 colmenas o
el 10% del total de colmenas en apiarios con mas de 60 colmenas (Lee et al., 2010).
Las colmenas incluidas en el monitoreo fueron manejadas por el apicultor de acuerdo

con el manejo convencional aplicado al resto del apiario.

61



Toma de muestras: Fortaleza de la colmena y diagnéstico de infestacion con V.

destructor

Para estimar el porcentaje de infestacion se tomd una muestra de abejas adultas o
Varroa Forética (VF) en cada colmena. Ademas, se midieron los parametros de
fortaleza de la colmena (CCA, CCC, CCP y CCM) por estimacién visual de acuerdo

con la metodologia detallada en materiales y métodos generales.
Encuesta de practicas de manejo

La informacién sobre los potenciales factores de riesgo fue obtenida a través de una
encuesta semi-estructurada (Anexo 2) completada por todos los apicultores que
participaron del monitoreo. La encuesta incluyd 37 preguntas divididas en tres partes
principales: datos generales del apiario, practicas de manejo y tratamientos contra
Varroa. El resumen completo de las variables derivadas de la encuesta y analizadas

se mostro en materiales y métodos generales.
Andlisis estadistico

De acuerdo con el porcentaje de infestacién antes del tratamiento, se categorizaron
todas las colmenas en dos niveles: alto (> 3%) y bajo (£ 3%) nivel de infestacion
(Bulacio Cagnolo, 2011), siendo ésta la variable de respuesta. De aqui en adelante
nos referiremos a la proporcion de colmenas que presentaron un porcentaje de

infestacién > 3% como prevalencia de colmenas con >3%.

En un primer paso, se realizé un analisis descriptivo para identificar variables con gran
cantidad de observaciones perdidas o poca variabilidad. Luego de esta validacion, se
analizaron de manera individual todas las asociaciones entre las variables
independientes y la prevalencia de colmenas con V. destructor (> 3%) utilizando el test
Chi-cuadrado de Pearson (x?) o correlacién de Spearman, segin correspondiese.

Todas las variables con un valor P< 0,15 fueron seleccionadas para incluirse en un
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modelo logistico multivariado. Previamente la colinealidad entre los potenciales
factores de riesgo se evalué mediante una prueba de Chi-cuadrado de Pearson.
Cuando dos variables independientes estuvieron asociadas, so6lo una fue incluida en el
analisis multivariado (la que presentdé menor valor de P en el analisis bivariado). Se
ajusté un modelo mixto de regresion logistica (distribucion binomial, funcién de vinculo
logit) con la variable apiario como factor aleatorio, dado que la unidad de andlisis
(colmenas) esta agrupada. Se identificaron los factores de riesgo, las variables que
presentaron un valor de P< 0,05 (test de Wald) en el modelo final. Todos los analisis
estadisticos fueron realizados con software R (version 2.15.3).

RESULTADOS
Datos descriptivos

La mayoria de los productores encuestados desarrollan la apicultura como actividad
secundaria, manejan menos de 200 colmenas y tienen mas de 10 afios de antigiiedad
en la actividad (12 + 8 afos). El tamafio medio de los apiarios monitoreados fue 43 +
18 colmenas, con una mortalidad de colmenas promedio de los Ultimos tres afios de
15,67 + 8,50% colmenas por afio y una produccién promedio de miel de 30,43 + 11,01

kilogramos por colmena/aio.

La prevalencia de colmenas con infestacién con V. destructor mayor a 3% fue 54,4%
(209 de 384 colmenas). La parasitacion promedio en la etapa pre-tratamiento de otofio
fue 5,7 + 6,3%. El tamafo medio de la colmena fue 8,7 + 1,38 CCA. No se encontré
una correlacioén significativa entre CCA (n = 375; r= 0,037; P=0,47), CCC (n= 375; r= -
0,088; P=0,09) y CCP (n= 345; r= 0,079; P= 0,14) y el porcentaje de infestacion con
Varroa. Aunque se encontré una correlacion significativa entre la infestacion y CCM
(n= 345; r= 0,188; P<0,0001), el coeficiente de correlacion fue bajo y el valor de P fue
influenciado por el tamafio de la muestra. Debido a que el momento de muestreo en

los apiarios (entre febrero y mayo) influyé sobre el nivel de infestacion registrado (X?=
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21,88; P<0,0001), fue incluido como variable en el modelo de regresién final. Tres
niveles fueron definidos para la variable momento de muestreo: 1) febrero y la primera
quincena de marzo; 2) la segunda quincena de marzo y la primera de abril y 3) la

segunda quincena de abril y la primera de mayo (Tabla 2.1).

La mayoria de los apiarios fueron alimentados con alguna fuente de carbohidratos
durante el otofio (88,5%) y la primavera (86,8%). La suplementacion con alguna fuente
de proteina, fue mas utilizada durante la primavera (85,7%) en comparacién con el
otofio (54,1%), pero solo el 39% de los apicultores lo aplicé en ambas estaciones. La
suplementacion proteica basada en polen incrementd significativamente el tamafio de
las colmenas (9,25 + 0,99 CCA; P= 0,036) en comparacion con las colmenas que
recibieron algun otro tipo de suplementacion o no recibieron ninguna (8,66 + 1,40
CCA). Las colmenas monitoreadas respetaron la proporcion en la distribucion de
acuerdo con las zonas geograficas (norte= 60; centro= 204; sur 78 y costa= 42) (Tabla

2.1).

Tabla 2.1 Definicién y distribucion de las variables seleccionadas de acuerdo con el
andlisis bivariado (P< 0,15), como potenciales factores de riesgo asociados con altos
porcentajes de infestacion con V. destructor (>3%).
N° de
Porcentaje de

Variables Nivel colmenas valor P
colmenas >3%

(%)
febrero y primera
quincena de 228 (59,3) 45,6
marzo
Momento de muestreo <0,0001
Segunda quincena
de marzoy 114 (29,7) 62,3

primera de abril
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Segunda quincena

de abril y primera 42(11) 81
de mayo
Suplementacion No-Otros 354 (93,7) 55,9
0,003
proteica Polen 24 (6,3) 25
No-Sacarosa 318 (84,1) 55,7
Alimentacion c/
JMAF 24 (6,4) 25 0,013
carbohidratos
Ambos 36 (9,5) 58,3
Norte 60 (15,6) 65,0
Centro 204 (53,2) 47,1
Zona 0,007
Sur 78 (20,3) 56,4
Costa 42 (10,9) 71,4
No recambia 129 (34,1) 58,1
Frecuencia de Todos los afios 60 (15,9) 60
0,121
recambio de reinas (*)  cada dos afios 147 (38,9) 46,3
Mas de dos afios 42 (11,1) 59,5
% de reemplazo de No o0 <50 % 349 (92,3) 55,9
0,010
reinas > 50 % 29 (7,7) 31,0
Desinfeccién del No 126 (33,3) 67,5
<0,0001
material post-cosecha Si 252 (66,7) 472
Monitoreo de No 48 (12,7) 68,8 0,028
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colmenas previo al

Si 330 (87,3) 51,8
tratamiento
Monitoreo de No 84 (22,3) 714
colmenas posterior <0,0001
. Si 294 (77,7) 49
tratamiento
Aplicé acaricida No 18 (5) 72,2
0,099
aprObadO en 2012 Sj 348 (95) 52’3
Aplicé acaricida No 30 (8,5) 70
0,061
aprobado en 2013 S| 324 (91,5) 52,2

(*) Colinelidad con porcentaje de reemplazo de reinas, excluido del modelo logistico
final.

JMAF: jarabe de maiz de alta fructosa.

Andlisis multivariado

Diez de las 37 potenciales variables evaluadas fueron seleccionadas de acuerdo con
el andlisis bivariado (P< 0,15; Tabla 2.1) para ser incluidas en el modelo multivariado.
La frecuencia y el porcentaje de reemplazo de reinas estuvieron asociadas (X*=29,79;
P< 0,0001). Por lo tanto, sélo el porcentaje de reemplazo de la reina (proporcion de
colmenas en cada apiario en el que la reina se sustituye por una nueva durante una
temporada) se incluy6 en el modelo. Para el analisis de factores de riesgo, se utilizo el
95,3% de los datos provenientes de colmenas para las cuales todas las variables
tenian respuesta (366 de 384 colmenas). De acuerdo con el modelo multivariado final,
se identificaron cinco variables asociadas con la prevalencia de colmenas con >3% de

infestacién con V. destructor (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2 Modelo mixto de regresion logistica para factores de riesgo asociados con la
prevalencia de colmenas con altos porcentajes de V. destructor (>3%) al finalizar la
temporada de cosecha y previo al tratamiento acaricida de otofio (n=384; Santa Fe,
2013).

Odds IC 95%
Variable Nivel Valor P
ratio (O.R)
No —Otros*
Suplementacion proteica
Polen 0,348 0,129-0,941 0,037
No-
Sacarosa*
Alimentacién c/ carbohidratos
JMAF 0,108 0,032-0,364 <0,0001
Ambos 0,971 0,379-2,568 0,952
> 50 %*
% de reemplazo de reinas 1,208-
Noo <50 % 3,280 0,027
10,158
Desinfeccion del material post- Si
cosecha No 2,722 1,380-5,565 0,005
Monitoreo de colmenas Si*
post-tratamiento No 2,305 0,944-5,629 0,067

Intercepto: 0,203 (P= 0,147); radio de verosimilitud del modelo: 71, 825: P<0,0001; IC
95%: intervalo de confianza para Odds ratio.

*Categoria de referencia. JMAF: jarabe de maiz de alta fructosa.

No se encontré un efecto significativo del factor aleatorio (P= 0,715). La ocurrencia de
colmenas con >3% de infestacion con Varroa disminuy6 cuando las colmenas fueron
suplementadas con polen (OR=0,348; 1C95%: 0,129-0,941; P= 0,037) y cuando el
porcentaje de reemplazo de reinas superé el 50% de colmenas en cada apiario

(OR=0,305; IC 95%: 0,107-0,872; P= 0,027).
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Colmenas manejadas por apicultores que indicaron no desinfectar el material de
madera después de su uso (pregunta 6, Anexo 2) presentaron una mayor probabilidad
de ocurrencia de infestacion mayor >3% (OR=2,722; 1C95%:1,380-5,565; P<0,005).
Adicionalmente, se encontré que los apicultores que indicaron hacer seguimiento
regular los niveles de Varroa luego de aplicar un tratamiento (pregunta 9, Anexo 2)
mostraron menores niveles de parasitacion que aquellos que indicaron no controlar las
colmenas tras la aplicacion acaricida (OR= 2,305; IC 95%: 0,944-5,629;P= 0,067). Por
otra parte, la prevalencia de colmenas con >3% de infestacion disminuyd cuando se
suministré exclusivamente jarabe de maiz de alta fructosa como fuente de

carbohidrato (JMAF) (OR= 0,108; IC 95%: 0,032- 0,364; P< 0,0001) (Tabla 2.2).

Por otro lado, la zona centro presentd los apiarios mas grandes (49,22 + 19,49
colmenas por apiario) donde se utilizaba con mayor frecuencia el polen como
suplemento ()(2: 21,86; P< 0,001), el JIMAF como fuente de carbohidrato (x2= 90,87;
P< 0,001) y el monitoreo de los niveles de acaros después del tratamiento (x°= 46,63;
P< 0,001) en comparacién con el resto de las zonas. Ademas, apiarios ubicados en el
norte y en el centro reemplazaban las reinas en un mayor porcentaje de colmenas (x°=
13,67; P= 0,003). Por ultimo, apiarios ubicados en la region central y en la zona de la
costa desinfectan frecuentemente los materiales de madera antes de almacenarlos
(x*= 60,79; P< 0,001). Otros factores, como el uso de productos aprobados en los
ultimos afos, el monitoreo de colmenas antes del tratamiento y el momento de

muestreo estuvieron asociados con los factores de riesgo identificados (Figura 2.2).

68



Momento de muestreo
Producto aprobado 2013

P<0,0001
| P=0,001

SUPLEMENTACION PROTEICA

DESINFECCION DEL MATERIA POST-COSECHA

% DE REEMPLAZO DE REINAS

Monitoreo de colmenas pre-tratamiento
P=0,001 P<0,0001

S p< 0,0001/'

-

Producto aprobado 2012 ¢—P=0,06— (' ALIMENTACION C/ CARBOHIDRATOS
MONITOREO DE COLMENAS POST-TRATAMIENTO

Figura 2.2 Esquema de interaccion entre los factores de riesgo identificados en el
modelo de regresion logistica mixto asociados con la prevalencia de colmenas con
>3% de VF en etapa pre-tratamiento y las variables que fueron excluidas por el ajuste

en el andlisis multivariado.

DISCUSION

La presencia de Varroa destructor es una de las principales amenazas a escala global
tanto para las poblaciones de Apis mellifera como para la produccién de miel
(Generch, 2010; Higes et al., 2010; Le Conte et al., 2010; vanEngelsdorp et al., 2008;
2009). Identificar y prevenir la ocurrencia de factores de riesgo asociados con el
manejo apicola puede evitar profundizar este problema poniendo el foco sobre la
intervencion del hombre en la transmision de esta enfermedad. Los resultados del
presente estudio muestran cémo ciertas practicas de manejo se correlacionan con un

mayor nivel de infestacion con Varroa.

El porcentaje de infestacion en las colmenas al final de la temporada de cosecha y
previo al tratamiento de otofio fue, en promedio, mayor al 3% establecido como umbral
en la provincia de Santa Fe (Bulacio Cagnolo, 2011). Sin embargo, la parasitacion
registrada en este estudio fue inferior a los umbrales establecidos para que las

colmenas sobrevivan el invierno propuestos para otras regiones, los cuales varian
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entre 6 y 10% de infestacion (Liebig, 2001; Fries et al, 2003; Currie & Gatien, 2006;
Genersch et al, 2010; Rosenkranz et al, 2010). Esto puede explicarse en parte debido
a que el impacto de V. destructor en las colmenas de abejas meliferas varia segun las
condiciones climéticas y en diferentes regiones (Currie & Gatien, 2006). Cinco factores
de riesgo se encontraron asociados a la prevalencia de colmenas con >3% de

infestaciéon con V. destructor.

En primer lugar, el uso de polen como suplemento proteico presentd menor
probabilidad de ocurrencia de colmenas con >3% de infestacién. El polen es mas
adecuado para las colmenas ya que se consume mas facilmente que otros sustitutos
(DeGrandi Hoffman et al., 2008; Brodscheneider & Crailsheim, 2010; Basualdo et al.,
2013). Aunqgue algunos estudios sugieren que las colmenas suplementadas durante el
otofio no se desempefian mejor en la primavera siguiente (Mattila & Otis, 2006), en la
apicultura comercial se considera que la disponibilidad de polen previa al invierno para
el desarrollo de las colmenas podria influir en el desarrollo durante la temporada
siguiente. Por otra parte, a principios de la primavera, la alimentacién suplementaria es
una practica corriente para mejorar el crecimiento de colonias cuando el polen es
escaso (Keller et al., 2005, Mattila & Otis, 2006). En cualquier caso, el uso de
suplemento de proteinas es una practica frecuente en el manejo apicola y de acuerdo
con los resultados aqui presentados el tipo de suplemento influye sobre los niveles de
infestacion. El uso de polen aumenta el tamafio de las colmenas, lo que, combinado
con la disminucion en el nimero de &caros por aplicacién de un tratamiento, reduce el
porcentaje de parasitacion ya que es una variable que se mide como el numero de
acaros por abeja. Ademas, un menor almacenamiento de proteinas en abejas
parasitadas por V. destructor explica en parte el grave impacto del acaro en las
poblaciones post-invernales de las zonas templadas (Amdam et al., 2004). Dado que
la susceptibilidad a diversos patdgenos, incluido V. destructor, depende en alguna

medida de la nutricion (Field et al., 2002; Basualdo et al., 2014), es probable que
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colmenas suplementadas con polen mejoren su respuesta al impacto negativo
producido por la parasitacion (Rinderer & Rothenbuhler, 1974; Rinderer & Elliott, 1977;

De Grandi Hoffman et al., 2010).

El uso de jarabe de maiz de alta fructosa como fuente de carbohidrato también estuvo
asociado con una menor probabilidad de ocurrencia de colmenas con >3% de
infestacién. Un alto porcentaje de colmenas (96,8%) incluidas en este estudio fueron
alimentadas con alguna fuente de hidratos de carbono, una practica muy comun luego
de la cosecha de miel o durante periodos de escasez de alimento (Brodscheneider &
Crailsheim, 2010). El uso de jarabes alternativos para incorporar hidratos de carbono
puede tener diferentes efectos (Neupane & Thapa, 2005). El uso de JMAF como
fuente de carbohidratos puede disminuir el comportamiento "robbing" o “pillaje” entre
colmenas (Barker & Lehner, 1978) y consecuentemente disminuir la transmision
horizontal de patdégenos (Fries & Camazine, 2001). Aunque colonias suplementadas
con JMAF durante el otofio tienen menos cria operculada en primavera que aquellas
alimentadas con sacarosa, el tipo de jarabe parece no afectar la produccién de miel al
final de la temporada de cosecha en climas templados (Severson & Erikson, 1984). El
uso de JMAF ofrece algunas ventajas tales como la reduccién de costos y la facilidad
de su aplicacién (Standifer et al, 1977; Somerville, 2000). La principal desventaja es
que requiere de un manejo adecuado para evitar altos niveles de hidroximetilfurfural,
un complejo formado por la deshidratacion de los azucares, donde la fructosa es 40
veces mas reactiva que la glucosa como precursor de dicho compuesto (Le Blanc et
al, 2009: Ruiz Matute et al, 2010). Ademas, la mayor prevalencia de colmenas con
>3% de Varroa en aquellas que recibieron jarabe de azdUcar comun pudo deberse a
gue las abejas alimentadas con sacarosa producen un mayor nimero de celdas de
cria (Neupane & Thapa, 2005) y por lo tanto proporcionan una buena oportunidad para
la reproduccion de V. destructor. Es importante que los apicultores consideren que las

presiones nutricionales impuestas en la apicultura comercial forman parte del estrés
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frecuente al que estan sometidas las colmenas, lo que afecta la productividad de miel

y la capacidad de supervivencia de las colmenas (Mattila & Otis, 2006).

Otra practica de manejo importante para destacar es el reemplazo periédico de la
reina en la colmena. Aunque no se ha estudiado como un posible factor de riesgo
particularmente asociado con V. destructor, se han publicado varios estudios sobre la
ventaja de realizarlo en apicultura (Tarpy et al.,, 2000; Invernizzi et al, 2006;
Scheneider & DeGrandi Hoffman, 2008; Botias et al., 2012). De manera similar a la
reportado en Uruguay (Invernizzi et al., 2006), en Argentina se considera que una
reina puede mantener una colmena fuerte por aproximadamente dos temporadas. Se
recomienda el recambio de reinas para evitar la enjambrazon y mejorar el
comportamiento higiénico y la productividad de miel. Ademas, las colmenas con reinas
nuevas disminuyen las tasas de infecciones con Nosema spp. (Botias et al., 2012).
Akyol et al. (2007) reportaron que las colmenas con reinas “jévenes” tienden a
presentar menor intensidad de infestacién con Varroa. Segun los resultados del
presente estudio, cuanto mayor es el porcentaje de colmenas que recambian la reina
al mismo tiempo, menor es el nivel de infestacién con V. destructor en el apiario. Es
probable que el efecto del porcentaje de recambio se explique en funcion de una
menor probabilidad de ocurrencia de colmenas débiles al finalizar la cosecha. Cuando
las colmenas se enferman y se debilitan, su vigilancia y defensa se vuelve inefectiva y
son facilmente “pilladas" por abejas provenientes de colmenas mas fuertes (Fries &
Camazine, 2001). Estas abejas pueden transportar acaros foréticos prendidos en su

cuerpo hacia su propia colmena favoreciendo la transmision horizontal del parasito.

El monitoreo y la desinfeccién del material de madera sin utilizar son recomendadas
entre las mejores practicas de manejo (Heintz et al., 2011). El articulo nimero 4.14.4
de la Organizacion oficial para la vigilancia sanitaria permanente de apiarios en el
Cddigo Sanitario para Animales Terrestres (OIE, 2012) establece que la aplicacion de

medidas de higiene, en particular, el tratamiento de las colmenas y la desinfeccion del
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equipamiento son tareas obligatorias para garantizar la rapida erradicacion de
cualquier brote de una enfermedad. Aunque estas practicas no tienen un efecto
biolégico sobre la parasitacién con Varroa como la alimentacién o el reemplazo de
reina, los apicultores que desinfectan el material de madera o frecuentemente
monitorean sus colmenas parecen ser mas rigurosos en todas sus practicas de
manejo, incluidas aquellas con efecto directo. Los resultados del presente estudio
muestran que los apicultores que indicaron monitorear sus colmenas luego de la
aplicacion de un tratamiento acaricida presentaron menores niveles de Varroa que
aguellos que no lo hacen. El monitoreo post-tratamiento permite revelar fallas en el
control de Varroa debido a la falta de eficacia de un producto o el aumento de la
poblacién post-tratamiento por re-invasion proveniente de colmenas no tratadas (Renz
& Rosenkranz, 2001). Consiguientemente, la deteccion de dicha situacion se puede
corregir mediante la aplicacion de otro tratamiento los niveles de Varroa antes de la
llegada del invierno. Esta variable estuvo asociada a otras practicas de manejo como
el monitoreo anterior a la aplicaciéon acaricida y el uso de productos comerciales
aprobados por SENASA en 2012 y 2013. Esto es probablemente debido a que, en
general, los apicultores que incorporan un programa de manejo, implementan
practicas recomendadas en dichos programas, que en conjunto mejoran la

productividad de las explotaciones apicolas.

Los factores ambientales pueden afectar indirectamente el estado del parasito, a través
de su influencia sobre el hospedador (Rosenkranz et al., 2010). La influencia de la
zona geografica puede abarcar un efecto indirecto del clima y otras condiciones
ambientales como la disponibilidad de recursos forrajeros y el uso de pesticidas sobre
la tasa de crecimiento del parasito mediado por su fertilidad (Harris et al., 2003). Se ha
reportado en climas templados que un aumento evidente en la infestacién de abejas
adultas surge cuando la cria disminuye durante la transicion hacia el invierno (Moretto

et al., 1991). Sin embargo, en este estudio, las colmenas mas infestadas no
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presentaron una reduccién significativa en area de cria. Por el contrario es posible que
los apiarios situados cerca del rio Parana comenzaran sus tratamientos con mayores
niveles de infestacion con V. destructor dado que el flujo de néctar se prolonga por lo
menos hasta mediados del otofio (finales de abril) en esa zona. El clima de la zona
costa tiene caracteristicas "tropicales" debido a su cercania al rio Parana, por ejemplo,
presenta una humedad relativa mas alta. Estas diferencias en las condiciones
climéticas pueden implicar un periodo de disponibilidad de polen mas largo y
consecuentemente periodos mas largos de desarrollo de cria (Mattila & Otis, 2006).
Ademas, se observo que el efecto de la variable zona se asocié con el momento de
muestreo probablemente debido a que el criterio definido para el muestreo (fin de
temporada de cosecha de miel e inicio de tratamientos) varia segun las diferentes
zonas. Sin embargo, en el modelo multivariado la prevalencia de colmenas con >3%
de infestacion no se asocié a la regién geografica. Probablemente la influencia de la
zona sobre la infestacién con V. destructor se relacione mas con sus practicas de
manejo o la densidad de colmenas que con los factores ambientales ya que se
encontraron asociaciones entre la zona y el tamafio de los apiarios. Ademas,
variables de manejo centrales como el tipo de suplementacion proteica, la fuente de

carbohidrato y el monitoreo variaron de acuerdo con las zonas dentro de la provincia.

CONCLUSIONES

e La prevalencia de colmenas con una infestacion mayor al 3% resulté ser menor
gue la esperada considerando estudios previos realizados en la misma region.

e La prevalencia de colmenas con una infestacion mayor al 3% en las abejas
adultas parece estar asociado con mdultiples factores, lo que ilustra la
complejidad de la epidemiologia de V. destructor.

e Suplementar con polen, alimentar con jarabe de maiz de alta fructosa y

reemplazar la reina en altos porcentajes de colmenas son practicas que
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reducen la probabilidad de presentar altas tasas de infestacion con V.
destructor.

El monitoreo de los niveles de V. destructor después del tratamiento acaricida
de otofio y la desinfeccion del equipamiento de madera son précticas de
manejo que indirectamente influyen sobre la prevalencia de colmenas con altos
porcentajes infestacion.

Independientemente de sus limitaciones, los estudios de campo son
importantes porque permiten reunir informacién sobre las colmenas en

condiciones reales y manejadas por los apicultores.
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Capitulo Il

ANALISIS DE FACTORES DE RIESGO
ASOCIADOS CON Varroa destructor

EN LA ETAPA POST-TRATAMIENTO?

> Giacobino A., Bulacio-Cagnolo N., Merke J., Orellano E., Bertozzi E., Masciangelo G.,
Pietronave H., Salto C. & Signorini M. 2015. Risk factors associated with failures of Varroa
treatments in honey bee colonies without broodless period. Apidologie: DOI: 10.1007/s13592-
015-0347-0.



INTRODUCCION

La produccion apicola global estd amenazada por el &caro ectopardsito Varroa
destructor (Anderson & Trueman), ya que su distribucién geogréfica se ha extendido
con éxito en todo el mundo (Oldroyd, 1999; Rosenkranz et al., 2010). Los tratamientos
contra Varroa se han convertido en una herramienta basica entre las practicas
apicolas (Genersch, 2010), principalmente para mantener los porcentajes de
parasitacion durante el otofio por debajo de los niveles indicados para evitar grandes
pérdidas invernales (Genersch et al., 2010; Bulacio Cagnolo, 2011). Existen diversas
estrategias de control de las poblaciones de V. destructor en las colmenas productoras
de miel (Rosenkranz et al., 2010), siendo el uso de sustancias quimicas las mas
utilizadas (Ruffinengo et al., 2014). Tanto la facilidad de su aplicacién como la ventaja
econdmica, hacen que muchos apicultores utilicen al menos un tratamiento quimico en
el afio (Lodesani et al., 2009). Sin embargo, existen algunas limitaciones como el
surgimiento de poblaciones resistentes (Milani, 1999; Elzen et al., 2000; Goodwin et
al., 2005, Maggi et al., 2011) y la variabilidad en la eficacia (Underwood & Currie,

2003; Aldea et al., 2012; Dietemann et al., 2012).

Una gran variedad de tacticas de Manejo Integrado de Plagas (MIP) han sido
propuestas y probadas para el control de V. destructor (Imdorf et al., 2003; Calderone,
2005; Delaplane et al., 2005; Currie & Gatien, 2006). Mientras que erradicar el control
guimico resulta un objetivo dificil de alcanzar, deberia reducirse la frecuencia de
aplicacion de los acaricidas sintéticos buscando maximizar su eficacia. Por ejemplo, se
deberian considerar las diferencias estacionales (Currie & Gatien, 2006), ajustadose a
las instrucciones del marbete de cada producto, rotar los principios activos utilizados
(Rosenkranz et al., 2010) y vigilar el estado sanitario de las colmenas son alguno de
los principales factores que pueden afectar el resultado final de un tratamiento de
control. De la misma manera, la efectividad del control de V. destructor en climas

templados puede depender de la disponibilidad de cria en las colmenas. La simulacién
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de la dinamica poblacional de Varroa predice una menor cantidad de acaros para una
temporada corta y con un corte definido en la postura de cria durante el invierno en
comparacion con una larga temporada de disponibilidad de celdas con cria

(Vetharaniam, 2012).

Ademas, para identificar zonas con mayor probabilidad de fallas en el control es
necesario utilizar un enfoque de andlisis espacial, que considere a lo largo de una

region, la variacion en los factores ambientales o en las practicas de manejo.

OBJETIVOS

e Estimar la prevalencia de colmenas con porcentajes de infestacion con Varroa
destructor superiores al umbral de dafio establecido para la etapa post-

tratamiento acaricida durante el otofio.

¢ Identificar los factores de riesgo asociados a la falla en el control de Varroa
destructor durante el tratamiento acaricida de otofio en apiarios de la Provincia
de Santa Fe.

e Analizar la distribucién espacial de las colmenas con fallas en el control de

Varroa destructor en la provincia de Santa Fe.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio y tamafio de muestra

Se realiz6 un estudio observacional transversal entre abril y junio de 2013 en la
provincia de Santa Fe. El momento de muestreo estuvo determinado por la finalizacién
del periodo de tratamiento acaricida de otofio (45 dias posteriores al inicio del
tratamiento), para evaluar los niveles de infestacion de las colmenas antes del
comienzo del invierno. ElI marco temporal del monitoreo fue de aproximadamente tres
meses debido a la variacion en las fechas de inicio de los tratamientos de acuerdo a

las zonas dentro de la provincia.

Si bien se respeté el tamafio de la muestra estimado (nivel de confianza del 95% y una
precision en la estimacion <10,5%), se analizaron 62 de los 63 apiarios monitoreados
en el primer muestreo (capitulo 2), con un total de 377 colmenas. La definicion de
zonas geogréficas y el nUmero de apiarios por zona fue asignado de acuerdo con la
proporcion de apiarios distribuidos en la provincia (Moher et al., 2010), de la misma
manera que en la etapa de monitoreo pre-tratamiento (capitulo 2). Dentro de cada
apiario, se seleccionaron al azar un minimo de 6 colmenas o el 10% del total de

colmenas en apiarios con mas de 60 colmenas (Lee et al., 2010).

Toma de muestras: Fortaleza de la colmena y diagnéstico de infestacién con V.

destructor

Para estimar el porcentaje de infestacion se tomd una muestra de abejas adultas o
Varroa Forética (VF) en cada colmena. Ademas, se midieron los parametros de
fortaleza de la colmena (CCA, CCC, CCP y CCM) por estimacion visual de acuerdo

con la metodologia detallada en materiales y métodos generales.

Del diagnostico de Varroa Forética de las 377 colmenas analizadas, se estimé la

prevalencia de colmenas con mas de 1% de VF (1 &caro por 100 abejas adultas) luego
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del tratamiento acaricida de otofio. Estas colmenas (>1% de VF) fueron consideradas
como colmenas con fallas en el tratamiento (FT) para controlar Varroa. De aqui en
adelante nos referiremos a la proporcion de colmenas que presentaron un porcentaje

de infestacion > 1% post-tratamiento como prevalencia de colmenas FT.

Esta condicion es importante en colmenas provenientes de clima templado que no
presentan un corte definido en la postura dado que la proporcién de acaros en las
celdas de cria es un predictor lineal significativo de la tasa de crecimiento (Harris et al.,
2003). El umbral fue definido asumiendo que si durante el invierno las colmenas
presentan celdas de cria disponibles, deberian mantener niveles de Varroa post-
tratamiento de otofio cercanos a 0%. El 85-90% de Varroa esté en las celdas durante
un ciclo de cria (Vetharaniam, 2012) y por lo tanto estarian afectando el desarrollo de

la poblacién de abejas de la siguiente primavera.

Las variables analizadas como potenciales factores de riesgo para las colmenas con
FT fueron la condicién de parasitacidon con Varroa pre-tratamiento y la fortaleza de la
colmena en dicho momento (derivados del monitoreo anterior) y los datos sobre el
manejo del apiario recolectados en la encuesta pre-tratamiento (Anexo 2). Se recopil6
informacién sobre: 1) caracteristicas generales del apiario (localizacién geografica,
namero de colmenas, produccidon de miel y mortalidad promedio de los dltimos tres
afios); 2) Practicas de manejos comunmente aplicadas (alimentacion con
carbohidratos, suplementacion proteica, monitoreo de colmenas realizado por los
apicultores, reemplazo de reinas, divisibn de colmenas mediante nucleos,
trashumancia) y 3) tratamientos acaricidas para controlar Varroa (principio activo,
fecha de tratamiento, rotacion durante los Ultimos 4 afios). Ademas durante el
monitoreo post-tratamiento se consultdé con el apicultor el producto y la fecha de

aplicacion del tratamiento acaricida aplicado durante el otofio 2013 (Anexo 3).
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Andlisis estadistico

La relacion entre todas las variables independientes (potenciales factores de riesgo) y
la prevalencia de colmenas con FT (parasitacion >1%) fue analizada mediante el test
de Chi cuadrado de Pearson (X°). Se seleccionaron todas aquellas variables con
valores de significancia P< 0,15 en el andlisis bivariado y que no presentaban
colinealidad entre si. Cuando dos potenciales factores estuvieron asociados, se

selecciond el de menor valor P para incorporar al analisis multivariado.

Se ajusté un modelo de regresioén logistica mixto con las variables seleccionadas en el
paso anterior como factores fijos y el apiario como factor aleatorio. Se identificaron los
factores de riesgo, las variables que presentaron un valor de P < 0,05 (test de Wald)
en el modelo final. Todos los analisis estadisticos fueron realizados con software R

(version 2.15.3).

Andlisis espacial

Los registros de parasitacion posterior al tratamiento acaricida fueron utilizados para
analizar la distribucion espacio-temporal de las colmenas con fallas en el control. Se
asumié una distribucién de Bernoulli para las colmenas con FT clasificadas como
“casos” (casos >1%; controles <1%). El set completo de datos fue escaneado para
determinar agrupaciones de colmenas con mayor o menor probabilidad de presentar
fallas en el control utilizando el método de deteccion de cluster local de Spatial Scan
Statistic. El andlisis es definido por una ventana circular con radio variable centrada
alrededor de uno de los mdltiples centroides posibles a lo largo de la regién de estudio,
de manera que se obtienen infinitos circulos solapados de diferente tamafio (Kulldorff
et al., 1998). Se calcul6 la razén de verosimilitud (LR por likelihood ratio) para cada
agrupacion o cluster propuesto, con limite superior de escaneo fijado sobre el 50 % del

total de la poblacion en riesgo analizada. Se reportaron el cluster mas probable y los
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cluster secundarios significativos segun el LR (Kulldorff, 2014). El analisis espacial fue

realizado utilizando el software SaTScan versién 9.2 (www.satscan.org).
RESULTADOS

Un total de 76 (20,2%) de las 377 colmenas presentaron niveles de infestacion
mayores al 1% luego del tratamiento contra V. destructor y fueron consideradas
colmenas con FT. La parasitacion con V. destructor promedio por colmena previo al
tratamiento fue 5 + 6 % de VF. Antes de la aplicacién, las colmenas presentaban 8,70
+ 1,39 CCAy 4,63 + 1,87 CCC. El nimero de CCC pre-tratamiento fue similar (P=
0,192) entre las colmenas con FT (4,43 + 1,44) y las colmenas con infestacion <1%
post-tratamiento (4,7 + 1,96). El promedio de CCM y CCP antes de la aplicacion fue

2,97+ 1,62y 0,86 = 0,66 cuadros, respectivamente.

Al finalizar el tratamiento, las colmenas tenian 7,32 + 1,78 CCA, 1,46 + 1,18 CCC, 3,56
+ 1,80 CCM y 0,58 = 0,69 CCP. El principio activo mas utilizado en el otofio 2013 fue
Flumetrina (43 de los 62 apicultores), seguido por Amitraz (10 apicultores), Acido
Oxalico (cinco apicultores) y Cumafés (4 apicultores). La mayoria de los apicultores
(90,5%) utiliz6 un acaricida comercial aprobado por SENASA: 69,8% aplico6 Flumevar®
(tiras de flumetrina 0,34g/ 100g de producto), 14,3 % utiliz6 Amivar® (tiras de amitraz
4,13 g/ 100g de producto), 3,2% Cumavar® (tiras de Cumafdés 8,5 g/ 100g de
producto) y el 3,2% Oxavar® (polvo de acido oxalico 97 g/100 g de producto). Un

grupo reducido de apicultores (9,5%) utilizé formulaciones caseras.

Luego del analisis bivariado y el test de colinealidad, 14 del total de variables
independientes evaluadas fueron incluidas en el modelo de regresion logistica mixto
(valor P< 0,15). Las variables seleccionadas fueron: porcentaje de VF pre-tratamiento,
alimentacién con carbohidratos, suplementacién proteica, producto acaricida y fecha
del tratamiento de otofio, rotaciébn de principios activos, tratamiento de primavera,

monitoreo de los niveles de Varroa por parte del apicultor, zona, antigiiedad en
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apicultura, reemplazo de reinas, division mediante ndcleos, trashumancia y porcentaje

de recambio de cuadros (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Modelo de regresion logistica mixto para los factores asociados con la

prevalencia de colmenas con FT (>1% VF) luego de la aplicacion de un tratamiento

contra V. destructor en otofio (efecto aleatorio: apiario; n=377).

Odds IC 95%
Variable Nivel Valor P Valor P
ratio (O.R))
Andlisis Bivariado Multivariado
Suplementacion No*
<0,0001
proteica Si 0.639
Alimentacion c/ No-Sacarosa* - T T
0,007
carbohidratos IMAE 0.924
Reemplazo de Si*
<0,0001
reinas No 8,849  2.551-30.303 0,001
Parasitacion Menos de 3%*
pre-tratamiento 0,007
otofio 3% 0 Mas 4,884 1.820-13.102 0,002
Monitoreo Si*
previo al
0,001
tratamiento No 0591
otofio
Costa*
Zona <0,0001
Norte 0,995
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Centro 0,971
Sur 0,971
Antiaiedad Hasta 10 afios*
ntiglledad en <0,0001
apicultura Mas de 10 afios 0,147
% del apiario Menos de 50%* ---- — -
gue divide por 50% o Mas de <0,0001
. 0,944
nucleos 50%
Recambia Hasta 3 cuadros* ---- ---- ----
cuadros por 0,036
. 41
colmena Mas de 3 cuadros 0,9
No* ———— _———— ————
Trashumancia 0,007
Si 0,922
Rotaciéon de No *
acaricidas
<0,0001
(ultimos dos Si 0979
afos)
Realiza No * 0,015
tratamiento en
. Si 0,983
primavera
Organicos*
Producto
acaricida en Flumetrina/amitraz <0,0001 0,972
otofio
Cumafos 0,999
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Fecha de Feb./mar.* — — —-

tratamiento <0,0001

otofio Abr./may. 0,903

Intercepto: 34,833 = 323,577; (P= 0,914). IC 95%: intervalo de confianza para Odds
ratio.

*Categoria de referencia. JIMAF: jarabe de maiz de alta fructosa.

El modelo multivariado final identificé dos variables asociadas con la prevalencia de
colmenas con FT (Tabla 3.1). El factor aleatorio apiario tuvo un efecto significativo (P<
0,01). La probabilidad de ocurrencia de colmenas con FT aumenté cuando no se
realiz6 recambio de reinas (OR= 8,849; IC95%: 2,551-30,303; P= 0,001), asi como
cuando el porcentaje de VF pre-tratamiento fue del 3% o superior (OR= 4,884; IC95%:
1,820-13,102; P= 0,002) (Tabla 3.1). Ademas, se encontré que las variables que
fueron removidas del modelo multivariado final estuvieron asociadas con el reemplazo
de reinas y/o con el porcentaje de VF pre-tratamiento (Figura 3.1). El tratamiento de
primavera (x’= 8,52; P= 0,007), la rotacién de principios activos (x°= 11,33; P= 0,002),
la division mediante nicleos (x°= 24,29; P< 0,0001), la trashumancia (x’= 13,18; P<
0,0001), el porcentaje de recambio de cuadros (x’= 7,68, P= 0,007) y la
suplementacion proteica (x’= 52,27; P< 0,0001), estuvieron asociadas con el

reemplazo de reinas.

Por otro lado, la fecha de tratamiento de otofio (x’= 11,70; P= 0,001) estuvo asociada
con el porcentaje de VF pre-tratamiento. Ademas, el monitoreo previo al tratamiento de
otofio (x°= 11,29; P= 0,001 y x°= 4,74; P= 0, 03), la zona (x’= 96,68; P= 0,001 y x°=
10,24; P= 0,017), la alimentacion con carbohidratos (x*= 11,29; P< 0,0001 y x*= 7,75;
P=0,008) y el producto acaricida de tratamiento de otofio (x°= 72,58; P< 0,0001 y x*=
6,06; P= 0,048) estuvieron asociados con ambos factores, el reemplazo de reinas y
nivel de VF pre-tratamiento, respectivamente. La antigiiedad en apicultura no estuvo
asociada al reemplazo de reinas (x°< 0,001; P=0,99) ni al nivel de VF pre-tratamiento
(X°= 0,31; P=0,6).
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% del apiario que divide por nlcleos Suplementacién proteica Fecha de tratamiento de otofio
Monitoreo previo al tratamiento de otofio

P<0,0001
P<0,0001 Zona P=0,001
Rotacién de acaricidas
P=0,03

\p=0,002 P=0,001 S i \

P=0,001

Reemplazo de reinas P<0.0001 Producto acaricida de otofic — P=0:048 — parasitacion con VF pre-tratamiento

—P=0,008

/P=0,007 P<0,0001 — Alimentacion con carbohidratos
Realiza tratamiento en primavera
P=0,002
P<0,0001 P=0,001
Trashumancia P=0,007

/ [ Prevalencia de Colmenas FT |

Recambia cuadros por colmena

Figura 3.1 Esquema de interaccion entre los factores de riesgo asociados con la
prevalencia de colmenas con FT identificados en el modelo de regresion logistica

mixto y las variables que fueron excluidas por el ajuste en el andlisis multivariado.

Se detectaron dos cluster significativos a lo largo del rango geogréfico (Tabla 3.2). El
cluster mas probable (nimero de ID= 1) fue el mas extenso, abarcando
aproximadamente 115 Km de radio. Se localizé en el sur de la provincia de Santa Fe
(Figura 3.2A) y present6 un riesgo relativo de 3,78 (cluster de alta tasa). Todas las
colmenas que se encontraban dentro de este cluster tuvieron probabilidades casi

cuatro veces mayores de presentar fallas en el control de Varroa.

Tabla 3.2 Distribucién espacial: Cluster de alta y baja tasa de colmenas con fallas en

el control de Varroa destructor.

Radio del Numero de Riesgo
Cluster ID Cluster (Km) Colmenas Relativo valor P
Mas probable 1 114,46 123 3,78 <0,0001
Secundarios 2 39,59 64 0 <0,0001

Riesgo Relativo:<1 baja tasa de colmenas FT; >1 alta tasa de colmenas FT; n: 62; total
poblacion: 379; total nimero de colmenas FT: 76; tamafio maximo del cluster

espacial: 50% de la poblacion en riesgo, numero de iteraciones: 999
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Asimismo, todas las colmenas que estuvieron comprendidas en el cluster de baja tasa
recibieron un tratamiento con acaricidas sintéticos aprobados (P< 0,0001), en una
fecha temprana (P< 0,0001) y pertenecian a apiarios donde usualmente se rotan los
principios activos (P< 0,0001). Un total de 60,5% de las colmenas con >3% de VF pre-
tratamiento estuvieron significativamente asociadas con el hecho de pertenecer a un
cluster de alta tasa de colmenas con FT (P= 0,01) (Figura 3.2B). Por el contrario, no se
encontré una relacion entre el reemplazo de reinas y los cluster de alta o baja tasa de

colmenas con FT (P= 0,626) (Figura 3.2C).

1:10.000.000

Figura 3.2 Distribucion de apiarios monitoreados en la provincia de Santa Fe (n=62).
A) Distribucion de cluster (puramente espacial) posterior al tratamiento acaricida, de
alta tasa (1 y 3) y baja tasa (2 y 4) de infestacién con Varroa destructor. B) Asociacién
espacial entre cluster y la distribucién de apiarios de acuerdo con el porcentaje de
infestacioén con V. destructor previo al tratamiento acaricida de otofio (Circulo negro:
tasa superior al 3%; circulo Blanco: tasa menor o igual al 3%).C) Asociacion espacial
entre cluster y la distribucién de apiarios de acuerdo con la aplicacion de recambio de

reina (Circulo negro: recambia; circulo Blanco: no recambia).

DISCUSION

Muchas veces los tratamientos acaricidas fallan en el control de Varroa destructor
principalmente como consecuencia del desarrollo de resistencia (Lodesani et al., 1995;

2009; Goodwin et al., 2005). La mala aplicacibn de los productos comerciales
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aprobados y el uso de acaricidas caseros (Higes et al., 2010) aumentan la frecuencia
de aparicion de poblaciones de &caros resistentes a los principios activos. La
resistencia también favorece el uso de dosis crecientes en las aplicaciones quimicas y
aumenta los residuos de acaricidas en los productos apicolas (Tremolada et al., 2004
Bogdanov, 2006; Le Conte et al., 2010). En este contexto, el ajuste de algunas
practicas de manejo en apicultura asociados con la mejora en los resultados de un
tratamiento acaricida puede ayudar a reducir el desarrollo de resistencia a los
compuestos (Lodesani et al., 2009) y evitar la apariciébn de residuos en los productos
de la colmena. Ademas, dado que la flumetrina fue el principio activo mas utilizado
durante el 2013 y hasta el momento no se han detectado poblaciones de Varroa
resistentes en la Argentina, la falla de los tratamientos parece ser un fendmeno

multicausal.

Las colmenas con problemas de control acaricida (colmenas con FT) tenian 4,9 veces
mas riesgo de ocurrir cuando el porcentaje de infestacion con Varroa antes del
tratamiento fue superior al 3%. Sin embargo, evitar porcentajes de VF >3% es muy
dificil, ya que el tratamiento sélo puede llevarse a cabo luego de la cosecha y a
menudo los niveles de VF son muy elevados (Le Conte et al., 2010). Existen practicas
de manejo que favorecen la ocurrencia de niveles de infestacion con Varroa mas bajos
hacia el final del verano, tales como la suplementacién proteica, la alimentacion con
carbohidratos, el monitoreo de las colmenas y la desinfeccién del material inerte
(Giacobino et al., 2014). Estrategias integradas que incluyan mantener colmenas con
abejas sanas y bien nutridas, monitoreos del nivel de infestacion con Varroa y la
aplicacion, si se requiere, de acaricidas orgénicos durante la primavera (Giovenazzo &
Dubreuil, 2011) son clave para mejorar el resultado global de un tratamiento. Mantener
niveles de infestacién bajos durante el otofio es fundamental dado que la presencia de

Varroa destructor es una de las principales causas de mortalidad invernal en las
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colmenas de abejas meliferas (Genersch et al., 2010; Guzman-Novoa et al., 2010; Le

Conte et al., 2010).

El recambio de reina tuvo también un efecto significativo como factor de riesgo
asociado con la ocurrencia de colmenas FT. Estudios previos sugieren que el
recambio es una caracteristica central asociada con la salud de las abejas (Tarpy et
al., 2000; Invernizzi et al., 2006; Schneider & DeGrandi Hoffman, 2008; Botias et al.,
2012). Ademas, apiarios donde comunmente no se recambia la reina, el riesgo de
alcanzar porcentajes de VF mayores al 3% durante el otofio es mayor (Giacobino et
al., 2014). La salud y la aptitud de una colmena depende en gran medida de la calidad
de la reina (Botias et al., 2012), ya que la variacion en su potencial reproductivo afecta
a toda su organizacion (Tarpy et al., 2000). Asimismo, en colmenas con reinas
jovenes, el dafio causado tanto por altos niveles de Varroa (Akyol et al., 2007) como
por la infeccion con Nosema sp. (Botias et al., 2012) es menor. Dado que se
recomienda el recambio de reinas para mejorar el comportamiento higiénico, una
posible interacciéon con la aplicacion de un tratamiento acaricida podria disminuir la

probabilidad de la ocurrencia de colmenas con FT.

La disminucion en la ocurrencia de colmenas FT se asocia con algunas practicas de
manejo, ya que éstas mejoran la eficacia global de una estrategia de control que
incluye un tratamiento quimico. Generalmente, los apicultores que adhieren a un
programa de manejo mantienen niveles aceptables de Varroa durante el otofio y
después del tratamiento (Giacobino et al., 2014). La alimentaciéon con carbohidratos
podria influir indirectamente en los niveles de parasitacion de otofio, ya que abejas
mejor nutridas responden mejor a las tensiones nutricionales acumuladas en colmenas
comerciales (Mattila & Otis, 2006). Por otro lado, si el tratamiento es aplicado a
principios del otofio la ocurrencia de colmenas con FT es menor (s6lo 10% de
colmenas FT), debido a que la fecha de tratamiento tiene efectos significativos en la

tasa de mortalidad de colmenas, los niveles de &caros y el &rea de cria en la
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primavera siguiente (Strange & Sheppard, 2001). Asimismo, las colmenas que son
tratadas temprano en la temporada de otofio tienen un menor nivel de infestacién con
Varroa durante el desarrollo de la poblacién de abejas de invierno (Pohorecka et al.,

2014).

La parasitacion con V. destructor previo a la aplicacion de un acaricida registrada en
este estudio fue menor que lo esperado para el mismo periodo en trabajos anteriores
(Liebig, 2001; Fries et al., 2003; Currie & Gatien, 2006; Rosenkranz et al., 2010). Sin
embargo, el porcentaje de VF pre-tratamiento estuvo altamente asociado con la
probabilidad de ocurrencia de colmenas FT, sugiriendo que a medida que el nivel de
Varroa post-cosecha aumenta durante el otofio, el control de las poblaciones se ve

mas comprometido.

Del mismo modo, el criterio del 1% establecido para las colmenas FT estuvo por
debajo del umbral de dafio econdmico en relacion con la pérdida invernal de colmenas
en Alemania (Genersch et al., 2010). Tal vez, la principal diferencia se deba al hecho
de que las colmenas de otofio en Alemania ya han producido su poblacion de abejas
de invierno y por lo general tienen poco o no tienen cria (Genersch et al., 2010). La
relacién de &caros vivos/muertos cambia entre periodos en que la cria de abejas esta
presente o ausente (Martin, 1998). Paises del norte de Europa tienen un verano mas
corto, lo que resulta en un periodo de cria acotado y un menor nimero de ciclos de
reproduccion de acaros, lo que lleva a un menor riesgo de pérdidas relacionadas con
Varroa (van der Zee et al., 2014). Ademas, practicamente toda la poblacion se
encuentra en fase forética durante el invierno y por lo tanto vulnerables a los productos
guimicos de control. Por el contrario, si las colmenas no son tratadas a finales del
verano, el aumento relativo de la infestacion con Varroa impacta negativamente en el
desarrollo, la salud y longevidad de la poblaciéon de abejas de invierno (Genersch et
al., 2010). En contraste, la situacion en Argentina es muy diferente principalmente

debido a que en la mayoria de regiones no hay un periodo sin cria de abejas

90



disponible (Marcangeli et al., 1992b). Nueva Zelanda presenta condiciones similares
con largas temporadas en que la postura continGa durante todo el invierno
(Vetharaniam, 2012). El periodo de tiempo durante el cual las celdas de cria estan
disponibles ejerce el mayor efecto sobre el crecimiento poblacional del acaro, por lo
tanto la infestacién con Varroa serd mas severa en condiciones con largas temporadas

de disponibilidad de cria (Wilkinson & Smith, 2002).

Los métodos para deteccion de cluster son las herramientas mas comunes para
evaluar patrones de distribucién espacial no aleatorias (Auchincloss et al., 2012). El
uso de métodos de deteccion local como Spatial Scan Statistic que ponen a prueba
grupos especificos a pequefa escala, son adecuados dado que el radio de alcance

estimado para la propagacién de V. destructor fue de 19 km (Stevenson et al., 2005).

La distribucién espacial de las colmenas con TF se asoci6 con el porcentaje de Varroa
antes del tratamiento, independientemente del producto acaricida aplicado. El
tratamiento quimico per se no es suficiente para garantizar que los niveles de Varroa
se reduzcan convenientemente antes del invierno. Consiguientemente, tanto la
prevencion de la ocurrencia de altos niveles de Varroa a finales del verano como el
monitoreo de colmenas después del tratamiento son herramientas clave para
mantener una poblacion saludable de abejas invierno. Por otro lado, las colmenas
pertenecientes al cluster de baja tasa se asociaron con algunas practicas de manejo
recomendadas como la aplicacion temprana de algun producto acaricida que se
encuentre dentro de un esquema de rotacion. Esto apoya la idea de que la influencia
de la zona geografica en la ocurrencia de colmenas con FT se explica mejor por una

estrategia de control coordinada, que por un efecto climatico directo.

Por el contrario los cluster de alta o baja tasa no se asociaron con el recambio de reina
a pesar de que ha sido identificado como un factor de riesgo para la ocurrencia de

colmenas FT. Posiblemente, no hay una agregacion espacial de apicultores que
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decidan simultaneamente llevar a cabo la sustitucién de las reinas. Ambos cluster (alta
y baja tasa) incluyen apiarios que recambian y que no recambian la reina en las
colmenas. Tal vez, la decision de llevar a cabo o no el recambio de reinas esta
restringida por factores econémicos particulares y por lo tanto no es posible encontrar

un patron espacial.

Los factores ambientales pueden actuar indirectamente sobre las poblaciones de
Varroa (Rosenkranz et al.,, 2010). La influencia de la zona geogréafica sobre los
factores de riesgo, como el recambio de reina y el porcentaje de VF antes del
tratamiento podria indicar un efecto directo del clima sobre la fertilidad del acaro
(Moretto et al., 1991; Harris et al., 2003). También como se indic6 anteriormente, el
efecto de la zona pueda deberse a una respuesta regional coordinada de los
apicultores en relacion con las medidas de control de Varroa destructor.
Independientemente, la zona geografica es una variable multifactorial que exige un
esfuerzo de investigacion constante y reflexivo mas alld de los resultados de este

estudio.

CONCLUSIONES

e EIl porcentaje de infestacion con V. destructor antes del tratamiento y el
recambio de reina son factores asociados a la ocurrencia de colmenas con
fallas en el control de acaros durante el otofio.

e La incorporacion de practicas de manejo adecuadas es esencial para mejorar
la eficacia global de las estrategias de control aplicadas y por lo tanto para
mantener las poblaciones de acaros en niveles tolerables durante el invierno.

e Mientras que el uso de acaricidas sintéticos sigue siendo la opcion preferida en
la apicultura comercial, estrategias para el manejo eficiente y adecuado del
control quimico en las colmenas de A. mellifera son primordiales. Las practicas

de manejo que ayudan a evitar fallas en los tratamientos deberian ser incluidas
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en la apicultura a nivel global, especialmente en condiciones de clima templado
y sin periodo de corte de postura.

Las agrupaciones espaciales de colmenas con fallas en el control de 4caros se
encuentran asociadas con gran parte de las buenas practicas de manejo
identificadas en este estudio, lo que constituye un aporte central en el estudio

epidemiol6gico de Varroosis.
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Capitulo IV

ANALISIS DE FACTORES DE RIESGO
ASOCIADOS CON Varroa destructor

EN INVIERNO



INTRODUCCION

El invierno es una etapa desfavorable para las colmenas de Apis mellifera debido a la
escasez de néctar y polen, las bajas temperaturas y la reducciébn en su tamafo
poblacional. El impacto negativo se profundiza si la presencia de Varroa destructor
hacia el final del otofio es elevada, afectando en Ultima instancia a las poblaciones de
invierno y de la primavera siguiente (Guzman Novoa et al., 2010; van Dooremalen et

al., 2012).

Varroa destructor es el principal factor de mortalidad invernal de colmenas debido
tanto a que provoca una reduccién en la vida media de la abeja como a su rol como
vector del virus de las alas deformes (DWV por su nombre en inglés), que se replica
en los tejidos cuando se producen las abejas de invierno (Dainat et al., 2012). Van
Dooremalen et al. (2012) encontraron que bajos niveles de infestacion con V.
destructor durante el desarrollo de las abejas de invierno resultan en un aumento de la
esperanza de vida en comparaciéon con colmenas que no fueron tratadas y que
presentaban altos niveles de infestacion. Ademas, hay una correlacién entre los
niveles de infestacion en otofio y el nimero de acaros sobre las abejas en invierno

(Korpela et al., 1992), lo que resalta la importancia del control en esta época del afio.

La mala aplicacién o la ausencia de un tratamiento acaricida puede ser una causa
importante de pérdida de colmenas de A. mellifera (Currie & Gatien, 2006). Aun
cuando los apiarios son tratados, evitar la pérdida de las colmenas durante el invierno
depende de un manejo apropiado por parte del apicultor, especialmente con relacion a
los fenbmenos de re-infestacion por el “pillaje” de colmenas débiles y por deriva
(Sammataro et al., 2000). Comunmente, las colmenas son alimentadas artificialmente
para afrontar este periodo evitando el estrés nutricional (Unger & Poffer, 2012).
Ademas, invernar colmenas fuertes con reinas jovenes aumenta la probabilidad de que

sobrevivan durante el invierno (Genersch et al., 2010; van der Zee et al., 2014).
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La disminucion en la poblacion y la falta de reservas alimenticias durante el invierno
comprometen el tamafio y el desarrollo poblacional de A. mellifera en primavera y en
verano y consecuentemente la productividad de la colmena (Guzman-Novoa et al.,
2010). Teniendo en cuenta que la presencia de V. destructor agrava profundamente
esta situacion adversa, es preciso mantener controlada la poblacién de acaros en las
colmenas durante el invierno. Esto requiere de estrategias basadas en practicas de
manejo que complementen el control quimico aplicado durante el otofio para disminuir

el impacto de Varroa destructor en la poblacion de primavera.

OBJETIVOS

e Estimar el nivel de infestacién con Varroa destructor durante invierno en las
colmenas de los apiarios de la provincia de Santa Fe.
o Identificar los principales factores asociados a la presencia de Varroa

destructor durante el invierno en apiarios de la Provincia de Santa Fe.

MATERIALES Y METODOS

Durante el invierno de 2013 (hacia finales de julio y principios de agosto) se realizé un
monitoreo en 330 colmenas distribuidas en 56 apiarios. En cada uno se tomaron
muestras en el 10% de las colmenas o un minimo de 6 en aquellos apiarios con
menos de 60 colmenas. Se relevaron a campo el nimero de cuadros cubiertos con
abejas (CCA), con cria (CCC), con polen (CCP) y con miel (CCM) y se realizé la
prueba del frasco, para estimar el porcentaje de Varroa en fase forética (la
metodologia utilizada se detalla en materiales y métodos generales). Se consulté con
cada productor apicola o responsable del apiario el tipo de jarabe utilizado para
alimentar las colmenas durante el otofio y la produccion promedio en Kg/colmena

durante la Gltima cosecha (Anexo 4).
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Se utilizaron los datos de campo de las dos etapas de muestreo anteriores (anterior y
posterior al tratamiento acaricida de otofio) para establecer el grado de asociaciéon de
la fortaleza de la colmena y los niveles de Varroa en otofio con el porcentaje de
parasitacion durante el invierno mediante correlacion de Spearman. Ademas, se
identificaron los factores de manejo (derivados de las dos encuestas aplicadas
previamente) asociados a los niveles de Varroa en invierno mediante un anlisis
bivariado (Mann Whitney y Kruskal Wallis). Del total de colmenas monitoreadas, se
utilizaron los datos prevenientes de 280 distribuidas en 48 apiarios, las cuales

presentaban datos completos en las etapas de monitoreo anteriores.

Las variables asociadas (P< 0,15) con el porcentaje de parasitaciébn con Varroa en
Invierno y que no mostraron una correlacion significativa entre si (colinealidad) fueron
incluidas en un modelo lineal generalizado mixto (MLGM), con la variable apiario como
factor aleatorio, distribucion Normal y funcién de vinculo Identidad. Todos los analisis

estadisticos fueron realizados con software R (version 2.15.3).

RESULTADOS

La parasitacion con Varroa destructor durante el invierno fue de 0,74 + 2,06% de VF y
la produccién promedio de miel para el otofio 2013 fue de 16,27 + 9,96 kg de miel por
colmena. La produccion de miel varié de acuerdo a la zona geogréfica (P< 0,0001). La
mayor produccién se registr6 en el centro (18,06 + 0,77 kg/colmena), seguida por la
costa (17 kg/colmena) y el sur (14,37 = 0,53 kg/colmena) y por ultimo la zona norte
(10,37 £ 1,13 kg/colmena). En promedio las colmenas presentaban 6,37 + 1,69 CCA 'y

2,08 +1,51 CCC.

Se analizaron en total 26 variables considerando los porcentajes de parasitacion con
Varroa previo y posterior al tratamiento acaricida, la fortaleza de la colmena durante el
otofio (Tabla 4.1) y los factores de manejo frecuentemente aplicados en el apiario

(Tabla 4.2).
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Tabla 4.1 Asociacion de variables generales del apiario, fortaleza de la colmena y

parasitacion con Varroa en otofio con el porcentaje de Varroa destructor durante el

invierno en colmenas de la provincia de Santa Fe.

Coeficiente de

Variable N ., P-valor
correlacion*
Antigiiedad en
Datos apicultura 275 -0,004 0,954
generales
Tamafio de apiario 280 -0,105 0,078
Poblacion abejas 280 -0,032 0,592
Cria operculada 280 -0,175 0,003
Pre- Polen 280 -0,011 0,858
tratamiento
Miel 280 -0,042 0,488
Parasitacién con Varroa 280 -0,007 0,902
Paoblacion abejas 279 -0,066 0,275
Cria operculada 279 0,091 0,129
Post- Polen 279 0,154 0,01
tratamiento
Miel 279 -0,018 0,765
Parasitaciéon con Varroa 280 0,152 0,011

*Correlacion de Spearman

Las variables continuas tamafio del apiario, la cantidad de cria operculada pre-

tratamiento y post-tratamiento, polen y parasitacion con Varroa post-tratamiento

presentaron coeficientes de correlacién muy bajos a pesar de la significancia, la cual

esta probablemente influida por el tamafio de la muestra. Por lo tanto, las variables

continuas que resultaron significativas en este andlisis (Tabla 4.1) fueron

categorizadas segun se indica en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2 Asociacion de los factores de manejo y categorias de fortaleza de la

colmenas durante el otofio con el porcentaje de Varroa destructor durante el invierno

en colmenas de la provincia de Santa Fe.

% Infestacion invierno

. . . ) .
Variable Niveles de la variable (Media+DS) P-valor
Parasitacion con Varroa <1% VF 0,54 +1,40 0066
post-tratamiento >1% VE 232 +4.15 '
< 3 cuadros 0,83+2,21
Cria operculada pre- 4y 5 cuadros 1,12+ 2,68 0,669
tratamiento
> 5 cuadros 0,42 + 1,07
< 1 cuadro 0,75+ 2,26
Cria operculada post- 1y 2 cuadros 0,83 + 2,08 0,341
tratamiento
> 2 cuadros 0,99 + 2,36
< 1 cuadro 0,76 £ 1,99
Polen post-tratamiento 0,538
> 1 cuadro 1,71 + 3,88
< 30 colmenas 1,02 +£ 2,69
Tamafio Apiario 31y 50 colmenas 0,91 +2,39 0,436
> 50 colmenas 0,54+1,11
Norte 1,13 + 2,68
Centro 0,95+ 2,09
Zona <0,0001
Sur 0,49 +2,18
Costa 0,00+0
No usa- usa miel
3,57 +4,57
guemada
Carbohidrato Jarabe de azUcar 0,68 + 1,98 0,018
JMAF 1,97 +1.81
No usa-usa torta 0,83+ 2,26
Suplemento polen 0,112
Polen 0,85+ 1,30
Recambio de reina No 0,71+ 2,05 0,018**
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Si 0,89 + 2,26

No 0,71+ 2,04
Todos los afios 0,54 + 2,15
Frecuencia de recambio <0,0001
Cada dos afios 0,89 +1,90
Mas de dos afos 1,57 + 3,3
<50% 0,84 + 2,27
Porcentaje de recambio 0,768
> 50% 0,71 +1,41
No 0,51+1,30
Nucleos 0,22
Si 0,88 +2,31
< 3 cuadros/colmena 0,85+ 2,26
Recambia cuadros viejos 0,573
> 3 cuadros/colmena 0,56 + 1,29
No 0,99 + 2,48
Desinfecta material 0,185
Si 0,73+ 2,00
Monitoreo previo al No 014+0,24 0024
tratamiento Si 0.92 + 231 ’
Monitoreo posterior al No 0,59+ 2,43 0246
tratamiento Si 0.89 + 2 13 '
Amitraz 0,18 + 0,39
Principio activo de Cumafos 0,07 + 0,16 <0,0001
tratamiento de otofio
Flumetrina 1,06 +£2,48
Tratamiento de otofio Febrero-marzo 0,77 £ 2,07 0765
fecha Abril-mayo 1,39+ 3,12 ’
No 0,86 + 2,75
Apiarios cercanos 0,863
Si 0,85+2,10

*Mann Whitney / Kruskal Wallis
**Colinealidad con Frecuencia de Recambio
Aquellos factores seleccionados (P< 0,15) segun el andlisis bivariado y chequeados

para colinealidad, fueron incluidos en el MLGM final (Tabla 4.3). EI modelo ajustado
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indic6 que la parasitacion posterior al tratamiento acaricida y la alimentacion de las
colmenas con alguna fuente de hidrato de carbono durante el otofio fueron los
principales factores asociados al porcentaje de parasitacion con Varroa destructor en

el invierno.

Tabla 4.3 Modelo lineal generalizado mixto para factores asociados con el porcentaje

de Varroa destructor en colmenas de Apis mellifera durante el invierno en la provincia

de Santa Fe.
Efectos fijos F gl P-valor
Parasitacti?al?t ;;?e\n/;rroa post- 20,520 1 <0,0001
Zona 0,169 3 0,918
Carbohidrato 3,323 2 0,038
Suplemento polen 1,189 1 0,276
Frecuencia de recambio 1,865 3 0,136
Monitoreo previo al tratamiento 3,748 1 0,054
Principio activo de tratamiento de otofio 0,792 2 0,454
Intervalo de
Efecto aleatorio  Estimacién E.E Z Va;or Confianza 95%
LI LS

Apiario (Varianza) 3,046 0,284 10,715 <0,001 2,537 3,658

gl: grados de libertad

AIC: 1137,415 BIC: 1144,536

La parasitacion de las colmenas durante el otofio influy6é significativamente en los
niveles de parasitacion registrados durante el invierno. Colmenas que presentaron
menos de 1% en post-tratamiento tuvieron en promedio 0,5 = 0,73% durante el
invierno mientras que aquellas que presentaban 1% o mas luego del control de Varroa

tuvieron en promedio 2,27 + 0,79% en el invierno (Figura 4.1).
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Por otro lado, aquellas colmenas que recibieron algun tipo de alimentacion con
carbohidratos durante el otofilo presentaron en promedio menores porcentajes de
parasitacion durante el invierno independientemente de la fuente (Jarabe de azucar:
0,242 + 0,56% VF y JMAF: 1,12 + 1,02% VF; P= 0,254). Por el contrario, las colmenas
que no fueron alimentadas o se alimentaron con miel quemada tuvieron porcentajes

significativamente superiores (2,78 £ 1,2% VF; P= 0,02).

El efecto de los factores seleccionados en el andlisis bivariado que no resultaron
asociados en el modelo multivariado final estuvo confundido por alguno de los factores

principales identificados en el modelo (Figura 4.2).

Con relacion a la alimentacion con carbohidratos, todos los apiarios ubicados en las
zonas centro, sur y costa recibieron algun tipo de carbohidrato mientras que el 23% de
las colmenas del norte no recibieron alimentacion o fueron alimentadas con miel
quemada (x’= 72,22; P= 0,017). Ademas, todos los apicultores que realizaron
recambio anual de reinas o lo hicieron cada dos afios, alimentaron las colmenas con
alguna fuente de carbohidrato. Por el contrario, el 12% de los apiarios donde no se
recambia la reina tampoco se alimenté las colmenas o lo hizo con miel quemada (x*=

36,99; P< 0,0001).

El 45% de los apiarios que recibieron miel quemada o no recibieron carbohidrato y que
al mismo fueron suplementadas con torta o no recibieron suplemento proteico,
superaron el 1% de infestacion con Varroa destructor en el invierno. Por otro lado, solo
el 13,3% y el 26,3% de los apiarios que recibieron JS y JMAF superaron el umbral y el
25% que recibié JS fue suplementado con polen (x*= 10,01; P= 0,007).Con respecto a
la parasitacion posterior al tratamiento de otofio, solo el 14% de colmenas que son
frecuentemente monitoreadas antes de la aplicacion de un acaricida presentaron 1% o
més de parasitacion con Varroa post-tratamiento, en comparacion con el 31,3% con

mas de 1% alcanzado por aquellas que no son monitoreadas (x’= 6,17; P= 0,02).
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Figura 4.1 Efecto de la parasitacion post-tratamiento acaricida y la alimentacion con
hidratos de carbono sobre la parasitacion con Varroa destructor durante el invierno en
colmenas de la provincia de Santa Fe.

Del total de colmenas que fueron tratadas con cumafos, el 63,6% alcanz6 valores de

infestacion del acaro superiores al 1%, mientras que sélo el 4,2% y el 13,8% lo

hicieron cuando se aplicé amitraz o flumetrina respectivamente (x° =42,74; P< 0,0001).
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Figura 4.2 Factores de confusion. Asociacion entre las variables seleccionadas en el

andlisis bivariado y los factores principales identificados el modelo multivariado final.

DISCUSION

La parasitacion con Varroa destructor durante el invierno no superé, en promedio, el
umbral de 1% de VF establecido para el post-tratamiento (Giacobino et al., 2015). Esto
implicaria que bajo ciertas condiciones se pueden mantener las poblaciones del &caro
bajo control durante esta etapa desfavorable para las colmenas. Sin embargo, el rango
de variacién del porcentaje de infestacion entre los apiarios indica que ciertas practicas
de manejo o condiciones de la poblacion de abejas pueden llevar a que las colmenas
atraviesen el invierno con altos porcentajes de VF. Entre ellos, se identificaron la falla
en el control de Varroa durante la etapa post-tratamiento (colmenas con >1% de VF) y
la falta de alimentacion con fuentes de carbohidratos, como factores principales que

explicaron el aumento de las poblaciones del parasito durante el invierno.
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El porcentaje de VF remanente en las colmenas luego del tratamiento de otofio es la
base de la préxima poblacion de Varroa en las colmenas (Charriere & Imdorf, 2002).
La poblacion de acaros que sobrevive al tratamiento de otofio, se vera afectada
durante la temporada invernal por una disminucién en su reproduccion debido al corte
definido de la postura de cria de abejas (Martin, 2001; Vetharaniam, 2012).
Contrariamente a lo esperado, los apiarios de la provincia de Santa Fe presentaron en
promedio dos cuadros con cria operculada durante el inverno. La interrupcion en la
postura de cria durante el invierno desacelera el crecimiento de la poblacion de Varroa
en regiones templadas, pero en climas mas calidos o temporadas atipicas, las
colmenas pueden ser destruidas en cuestién de meses (Sammataro et al., 2000). La
disponibilidad de cria combinada con porcentajes de VF superiores al 1% post-
tratamiento pueden favorecer el crecimiento de la poblaciébn de Varroa en las
colmenas durante el invierno. Estos resultados refuerzan la importancia de comprobar
la eficacia de la estrategia de control utilizada durante el otofio, realizando un
monitoreo luego de la aplicacién de un producto acaricida y considerando los umbrales

post-tratamiento (Boecking & Genersch, 2008).

Un segundo factor identificado fue la alimentacion de las colmenas con carbohidratos
durante el otofio. Independientemente de la fuente utilizada, los porcentajes de
parasitacion fueron menores en aquellas colmenas que recibieron suplementaciéon con
carbohidratos. Los niveles de parasitacion mas altos en colmenas no alimentadas
probablemente se deba al impacto negativo que la deficiencia nutricional tiene sobre
las colmenas (Brodschneider & Crailsheim, 2010). El stress nutricional favorece la
transmision de parasitos, mediante cambios en el comportamiento, dado que la
escasez de alimentos induce a las obreras jovenes a iniciar prematuramente la

actividad de forrajeo (Schulz et al., 1998).

La relacion entre los niveles de parasitacién con Varroa y el manejo de colmenas en la
produccion apicola es un fendmeno complejo que incluye factores antropicos,
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biolégicos y ambientales. El efecto significativo del factor “apiario” en el modelo
multivariado refleja en parte esa complejidad. Ademas, muchas de las variables
analizadas resultaron no tener un efecto directo sobre la parasitacién invernal pero si
estar asociadas con los factores principales identificados, lo que es una clara

expresion de dicha complejidad.

Muchas practicas en apicultura estan muy influenciadas por factores regionales (van
der Zee et al.,, 2014) y socio-econdmicos (Vanbergen et al., 2014). La relacién
establecida entre la variable zona y la parasitacion de invierno se explica mas por un
efecto de manejo que por influencia ambiental, dado que la alimentacién con
carbohidratos no fue igual a lo largo de toda la regién. En la zona norte se registraron
apiarios que no recibieron jarabe o recibieron solo miel quemada. Se denomina miel
quemada a los restos de miel recolectados después de fundir el opérculo de cera de
los panales durante el proceso de extraccion de la miel que se comercializa. No se
recomienda alimentar con miel quemada debido a que los azUcares estuvieron
expuestos a altas temperaturas y pueden resultar toxicos para las abejas (Unger &
Poffer, 2012) y porque el uso de miel promueve la transmisién de enfermedades

(Protocolo Nacional de calidad de miel, 2005).

En general hay apicultores que manejan sus apiarios de manera uniforme con relacién
a la aplicacion conjunta de practicas recomendadas (Giacobino et al., 2014). Este
estudio refleja que una gran proporcion de apicultores que alimentan sus colmenas
también recambian frecuentemente las reinas y utilizan polen como suplemento
proteico. Muchas de las causas de pérdida de colmenas identificadas por los propios
apicultores estan directamente asociadas a las estrategias de manejo implementadas
en el apiario (vanEngelsdorp et al., 2012a). Los principales factores cominmente
sefialados como responsables son: fallas en la reina, falta de alimentacion, Varroa
destructor y colmenas débiles durante el otofio (vanEngelsdorp et al., 2008; 2010;
2012a; Spleen et al., 2013).
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El estado nutricional de las colmenas, conjuntamente con la presencia de una reina
joven, probablemente determine que esas colmenas se encuentren mejor preparadas
para soportar el invierno y consecuentemente los efectos negativos de Varroa. En
condiciones ambientales extremadamente adversas el desarrollo de las colmenas
puede ser limitado a pesar de alimentacion con carbohidratos (Ruiz Martinez &
Gutiérrez Tirado, 2012). En este sentido, si las colmenas pasan demasiado tiempo en
condiciones de bajo nivel nutricional, sumado al impacto negativo de Varroa, tomara
mucho tiempo para recuperarse en la primavera y aprovechar los recursos disponibles

en la préxima temporada (Somerville, 2000).

Este estudio mostré6 que un bajo porcentaje de los apicultores que habitualmente
realizan un monitoreo de sus colmenas antes de aplicar un tratamiento acaricida
presentan altos valores de VF al finalizar dicho tratamiento. El monitoreo pre-
tratamiento deberia ser considerado como una herramienta Util para tomar una
decision de manejo apropiado en un contexto de control basado en MIP (Ruffinengo et
al., 2014). Es probable que si un productor monitorea sus colmenas antes de aplicar
un tratamiento y los resultados indican altos niveles de parasitacion decida aplicar una
acaricida de sintesis dado que son asociados con una mayor eficacia (Marcangeli et
al., 2005). Los apicultores que participaron de este monitoreo forman o formaron parte
de grupos asesorados por técnicos apicolas de INTA y si bien no adhieren
completamente a un sistema de MIP, tienden en muchos casos a tomar decisiones de

manejo basadas en los resultados del monitoreo pre-tratamiento.

Por otro lado, valores de Varroa superiores al 1% post-tratamiento estuvieron
asociados al principio activo utilizado en el control. La eficacia de los productos
depende entre otras cosas del principio activo utilizado. Momentaneamente no se
recomienda el uso de cumafés en ciertas zonas de Argentina dado que existen
reportes de casos de poblaciones resistentes (Maggi et al.,, 2008). Incluso en
poblaciones que resultaron susceptibles al principio activo, el porcentaje de mortalidad
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del &caro es menor cuando se utliza cumafés en comparacion con flumetrina o
amitraz (ver capitulo 7 de esta tesis). Si bien la resistencia no es la Unica causa, es
una de las principales razones de la disminucién de la eficacia de los productos
disponibles (Schmidt et al., 2008; Ruffinengo et al., 2014). Independientemente del
motivo de la falla, el uso de cumafés aumentd la probabilidad de que las colmenas
alcancen valores superiores al 1% post-tratamiento y consecuentemente presenten

altos valores de parasitacion durante el invierno.

CONCLUSIONES

e EIl porcentaje de infestaciébn con Varroa destructor en las colmenas de la
provincia de Santa Fe durante el invierno fue, en promedio, inferior a los

umbrales establecidos para esta estacion del afio.

e Los principales factores asociados al porcentaje de parasitacion con Varroa
destructor durante el invierno son la presencia de colmenas con >1% de VF
post-tratamiento y la falta de alimentacion con fuentes de carbohidratos durante

el otofo.

e Existe una asociacibn entre ciertas practicas de manejo como la
suplementacion nutricional y el recambio de reinas con la zona geogréfica, que
en conjunto influyen sobre el grado de infestacién de las colmenas durante el

invierno.

e El monitoreo de colmenas y el uso de ciertos principios activos durante el otofio
afectan el porcentaje de Varroa destructor post-tratamiento acaricida e

indirectamente los niveles de parasitacion de las colmenas en invierno.
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Capitulo V

ANALISIS DE FACTORES DE RIESGO

ASOCIADOS CON Varroa destructor

AL INICIO DE LA TEMPORADA

PRODUCTIVA




INTRODUCCION

El manejo de las poblaciones de Varroa destructor ha aumentado los costos de
produccién de los apiarios dada la necesidad de aplicar ciertos productos de control
(Rosenkranz et al., 2010). Asimismo, los acaros afectan indirectamente la rentabilidad
de los apicultores dado el costo necesario para reemplazar las colmenas perdidas a

causa de su presencia (VanEngelsdorp & Meixner, 2010).

En la produccién apicola, el inicio de una nueva temporada productiva es una etapa
clave, determinada principalmente por el flujo de néctar y las condiciones climaticas.
Es un punto critico tanto desde el punto de vista sanitario como productivo. Por un
lado, los tratamientos con productos orgénicos al finalizar el invierno desaceleran el
crecimiento de la poblacion de V. destructor durante el verano y permiten mantener los
niveles de infestacién por debajo de los umbrales de dafio durante el siguiente otofio
(Giovenazzo & Dubreuil, 2011). Ademas, niveles relativamente bajos de Varroa
durante la primavera pueden tener un impacto econdmico considerable en la
produccion de miel (Currie & Gatien, 2006). Las colmenas que presentan porcentajes
de parasitacién con Varroa mayores al 2 % (2 acaros cada 100 abejas) durante la
primavera deberian ser tratadas para evitar pérdidas significativas (Currie & Gatien,
2006). Es importante efectuar un buen control previo al inicio del flujo de néctar y polen
dado que las grandes cantidades de cria de abeja en la colmena durante el verano
proveeran condiciones ideales para el desarrollo del acaro. No hacerlo puede resultar
en colmenas que colapsen antes del tratamiento de otofio (Goodwin & Van Eaton,

2001).

Conjuntamente con los tratamientos de otofio y primavera, existen otras practicas de
manejo que directa o indirectamente afectan los porcentajes de infestacion con V.
destructor (Boecking & Genersch, 2008; Giacobino et al., 2014). El recambio peridédico
de reinas es una actividad fundamental en la apicultura profesional para mantener

colmenas fuertes, sanas y productivas (Invernizzi et al., 2006).
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La adopcion de tecnologia depende en parte de aspectos socio-econdmicos y
culturales como la antigiedad de los apicultores en la actividad y el total de colmenas
que manejan (Kim et al., 2006). Tanto el uso de acaricidas aprobados por SENASA
como el recambio sistemético de reinas pueden ser considerados como tecnologia
disponible para aumentar la produccion de miel y mejorar las condiciones sanitarias.
Sin embargo, Feder et al. 1985 (en Kim et al.,, 2006) mencionan la influencia que
tienen los costos de adopcion, capital humano y acceso a créditos sobre la relacion
que existe entre la adopcion de tecnologia y el tamano “del establecimiento”. La actitud
de los apicultores hacia la “nueva tecnologia” puede diferir dependiendo también de si
son apicultores comerciales o productores que consideran la apicultura como actividad

secundaria (Kim et al., 2006).

La alimentacién con carbohidratos y la suplementacion proteica permiten asegurar un
buen estado nutricional en las colmenas cuando los recursos disponibles no son
suficientes (Brodschneider & Crailsheim, 2010). El efecto del parasitismo sobre las
pupas de A. mellifera es en parte compensado si la disponibilidad de polen es buena
durante el desarrollo de la cria (Janmaat & Winston, 2000). La salud de una colmena
no solo se define por la ausencia de enfermedades sino también por la presencia de
individuos bien nutridos capaces de reproducirse y de resistir a factores de estrés

como la presencia de Varroa (Brodschneider & Crailsheim, 2010).

La temperatura y la humedad tienen un efecto directo sobre el crecimiento de la
poblacion de acaros (Harris et al., 2003). Consecuentemente, el tamafio poblacional
de Varroa al inicio de la temporada puede estar influenciado por la combinacién de
condiciones climéticas (Le conte et al., 2010) y alimento disponible caracteristico de
una zona o region. En aquellos sitios donde los recursos florales y la disponibilidad de
cria de abejas estdn presentes todo el afio, o los inviernos son extremadamente
cortos, las poblaciones de Varroa pueden crecer mucho mas rapido en comparacion
con regiones donde hay un corte total de postura (Calis et al., 1999). Mdultiples
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caracteristicas del ambiente en el que estan ubicados los apiarios delimitaran zonas
de acuerdo con la actividad productiva predominante (zonas agroecoldgicas),
incluyendo la reduccién de biodiversidad y el uso de agroquimicos (van der Zee et al.,

2014).

Este conjunto de factores determina la distribucion de colmenas con mayor o menor
desarrollo de la poblacién de Varroa en el espacio y en el tiempo. El estudio de los
factores que explican posibles agrupaciones de una enfermedad es fundamental para
el conocimiento de la epidemiologia (Pfeiffer et al., 2008). La identificacién y el reporte
de &reas con mayor incidencia aparente se denomina alarma de cluster de
enfermedad (disease cluster alarm). Permite determinar la localizacion vy
caracteristicas que presentan estas agrupaciones o cluster y aportan informacion
acerca de las condiciones que resultan favorables para el desarrollo y dispersién de la

enfermedad.

El desarrollo de la poblacion de Varroa debe verse limitado durante toda la temporada
como parte de la actividad habitual del apicultor (Boecking & Genersch, 2008). Una
baja infestacion en primavera podria reflejar el uso exitoso de un acaricida antes o
durante el invierno (Ward et al., 2008). Controlar la evolucién del porcentaje de
parasitacion a lo largo del afio y especialmente la parasitacion durante el invierno
puede ser crucial para evitar un crecimiento exponencial de las poblacionales de

Varroa durante la primavera y el verano (Charriere & Imdorf, 2002).

Dado el esquema complejo de factores que afectan la presencia de V. destructor en
primavera, resulta indispensable abordar la problematica desde un enfoque
epidemioldgico. Un estudio longitudinal es aquel en el que un mismo individuo es
observado en mas de una ocasion (Cook & Ware, 1983), cuya base es la experiencia
de la poblacion a lo largo del tiempo (Delgado Rodriguez & Llorea Diaz, 2004). Dentro

de la familia de estudios longitudinales, los modelos de transicién realizan una
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regresion del resultado presente sobre valores pasados y sobre las exposiciones
pasadas y presentes (Delgado Rodriguez & Llorea Diaz, 2004). Este tipo de estudio
permite asociar el porcentaje de parasitacion registrado en las colmenas al inicio de
temporada con los porcentajes de parasitacion registrados previamente sobre las
mismas colmenas y relacionarlos también con la exposicibn a distintas variables

ambientales y de manejo.

El monitoreo sisteméatico de las colmenas y la implementacion de practicas de manejo
en combinacion con los tratamientos acaricidas que tiendan a disminuir la presencia
de V. destructor en las colmenas permitira reducir el impacto de la parasitacion

durante las etapas clave del ciclo productivo.

OBJETIVOS

e Estimar la prevalencia de colmenas con valores superiores al 2% de infestacion
con Varroa destructor al inicio de la temporada productiva en los apiarios de la
provincia de Santa Fe.

¢ Identificar los factores de riesgo asociados a la presencia de Varroa destructor
al inicio de la temporada productiva en apiarios de la Provincia de Santa Fe.

¢ Identificar patrones de agrupamiento espacio-temporal de colmenas con
niveles de parasitacion que superen los umbrales de dafio establecidos para

las diferentes etapas del ciclo productivo.

MATERIALES Y METODOS

Durante el inicio de temporada de produccion de miel 2013-2014 (primavera 2013) se
realiz6 un monitoreo en 330 colmenas distribuidas en 56 apiarios. En cada uno se
muestreo6 el 10 % de las colmenas o un minimo de 6 en aquellos con menos de 60
colmenas. Las muestras fueron tomadas entre septiembre y diciembre de 2013. Se

relevaron a campo el nimero de cuadros cubiertos con abejas (CCA), con cria (CCC),
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con polen (CCP) y con miel (CCM) y se realizé la prueba del frasco para estimar el
porcentaje de varroa en fase forética (ver metodologia detallada en materiales y
métodos generales). Se completo, junto con el productor apicola o el responsable del
apiario, una encuesta sobre las practicas de manejo asociadas con esta etapa del ciclo

productivo (Anexo 5).

Para el analisis longitudinal, del total de colmenas monitoreadas al inicio de la
temporada se tomaron solamente aquellas que presentaban datos de campo y
encuestas completas correspondientes a las tres etapas de muestreo anteriores
(anterior y posterior al tratamiento acaricida de otofio y durante el invierno). En total se
analizaron 280 colmenas distribuidas en 48 apiarios. Las colmenas evaluadas en
primavera fueron clasificadas en dos grupos empleando como valor umbral el
porcentaje de infestacion con Varroa del 2% que fuera propuesto por Currie & Gatien
(2006). De aqui en adelante nos referiremos a la proporciébn de colmenas que
presentaron un porcentaje de infestacidbn = 2% en primavera como prevalencia de

colmenas = 2%.

Mediante un andlisis bivariado (Chi-cuadrado) se identificaron aquellas variables
asociadas con la variable de respuesta binaria (= 2%; < 2%) y que no mostraron una
correlacion significativa entre si (colinealidad) (Tabla 5.1). Las variables analizadas
fueron los factores de manejo (derivados de las cuatro encuestas aplicadas) y la
fortaleza de la colmena y parasitacion con Varroa registrada previamente durante el
afo (derivadas de los tres monitoreos a campo anteriores). Una vez identificadas y
seleccionadas las variables, aquellas que presentaron un valor de P< 0,15 fueron
incluidas en un modelo lineal generalizado mixto (MLGM), con la variable apiario como
factor aleatorio, distribucion Binomial y funcién de vinculo logit. Todos los andlisis

estadisticos fueron realizados con software R (version 2.15.3).
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Andlisis espacio-temporal

Los registros de parasitacion con Varroa de todas las colmenas con datos disponibles
en los cuatro monitoreos fueron utilizados para analizar la distribucion espacio-
temporal de la enfermedad. Se clasificaron como “casos” aquellas colmenas que
habian superado el umbral establecido para cada etapa y se asumié una distribucién
de Bernoulli en todas ellas. De esta manera, se clasificaron como casos las colmenas
con >3% en la etapa pre-tratamiento, >1% en post-tratamiento e invierno y >2% en
primavera. El set completo de datos fue escaneado para determinar agrupaciones de
colmenas que presentaran mayor o menor probabilidad de superar los umbrales de
dafo a lo largo del afio utilizando el método de deteccion de cluster local Space-time
Scan Statistics retrospectivo. El analisis es definido por una ventana cilindrica con
base circular geogréfica y altura correspondiente al tiempo. La base con radio variable
es centrada alrededor de uno de los multiples centroides posibles ubicados a lo largo
de la region de estudio. La ventana se mueve en tiempo y espacio de manera que
para cada posible localizaciéon y tamafio, también visita cada intervalo de tiempo. De
esta manera se obtiene un infinito nimero de cilindros solapados de diferente tamafio
y forma que en conjunto cubren toda el area de estudio (Kulldorff et al., 1998). Se
calculd la razén de verosimilitud para cada agrupacion o cluster propuesto, con limite
superior de escaneo fijado sobre el 50% del total de la poblacién analizada y el 50%
del periodo de estudio. El analisis espacio-temporal fue realizado utilizando el software

SaTScan version 9.2 (www.satscan.org).

RESULTADOS

El porcentaje promedio de parasitacion al inicio de la temporada fue de 0,93% +
2,07%. El promedio de CCA y CCC fueron 10,49 = 489 y 6,50 £ 2,38,
respectivamente. En la camara de cria las colmenas presentaron en promedio 0,96 +

0,57 CCPy 3,26 + 3.82 CCM. La prevalencia de colmenas con valores de infestacion =
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2% fue de 16,8%. Un total de 32 apiarios (67%) fueron tratados contra Varroa durante

o al finalizar el invierno.

Tabla 5.1 Factores de manejo y condiciones de la colmena asociados al porcentaje de
parasitacion con Varroa durante el inicio de temporada 2013-2014 evaluados en 280

colmenas distribuidas en 48 apiarios de la provincia de Santa Fe.

Factores de Niveles de la Casos®por 5
: . . P-Valor (x°)
manejo variable categoria (%)
Poblacion abejas Menos 8 cuadros 31
pre-tratamiento 0,003
otofio 8 cuadros o mas 13,1
Polen en colmena Hasta 1 cuadro 17,5
pre-tratamiento 0,119
otofio Mas de 1 cuadro 13
Menos de 1 cuadro 27
Celda de cria post-
_ . 1 o 2 cuadros 11,5 0,003
tratamiento otofio
Mas de 2 cuadros 10
Menos de 1 cuadro 11,7
Celda de cria
o 1 o 2 cuadros 12 0,015
invierno
Mas de 2 cuadros 25,2
Norte 42,6
Centro 15,7
Zona <0,0001*
Sur 4.4
Costa 0
Parasitacion pre- Menos de 3% 14,1
_ B 0,265
tratamiento otofio 3% o mas 19,3
Parasitacion post- Menos de 1% 17,4
. o 0,664
tratamiento otofio 1% o0 mas 13,3
Parasitacion Menos de 1% 14,5
o 0,02
invierno 1% o0 mas 28,3
Antigliiedad en Hasta 10 afos 25
_ <0,0001
apicultura Mas de 10 afios 8,9
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Tamario de apiario Variable continua  ------- 0,722
Suplemento No 20,3
_ 0,108
proteico Si 12,6
Tipo de suplemento  No usa o0 usa torta 17,2
_ 0,776
proteico Usa polen 12,5
No usa o miel
36,4
Suplemento de quemada
. 0,172
Carbohidrato Jarabe de AzUcar 15,6
JMAF 21,1
Recambio de No 27,2
. 0,002
Reinas Si 11,7
Porcentaje de Hasta el 50 % 15,9
. 0,293
Recambio Mas del 50% 24,1
No 34,9
Realiza Nucleos 0,001
Si 13,5
Hasta 3 cuadros 17,5
Recambia cuadros 0,273
Mas de 3 cuadros 7,7
Desinfecta material No 11,4
. 0,07
inerte Si 20
Monitoreo previo al No 3,1
. N 0,024
tratamiento otofo Si 18,5
Monitoreo posterior No 24,1
. . 0,154
al tratamiento otofio Si 15
Amivar 7,1
Asuntol 0
Producto de Amitrdz casero 0
. o 0,05*
tratamiento otofio Cumafés 0
Cumavar 0
Flumevar 21
Droga de Amitraz 6,3
. ~ 0,004*
tratamiento otofio Cumafos 0
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Flumetrina 21
Fecha de Feb./mar. 16,9
_ . 0,995
tratamiento otofio Abr./may. 16,1
Tratamiento en No 30,4
o <0,0001
invierno Si 10,2
No trata 30,4
Fecha de _
_ o Julio/agosto 5,8 <0,0001***
tratamiento invierno
Septiembre 19,1
Producto de No trata 31,3
tratamiento en Sintéticos 39 <0,0001**
invierno Organicos 12,5
No 4.4
Apiarios Cercanos 0,01
Si 19,7
Fecha de Monitoreo Ago./sept. 4,3
en Inicio de <0,0001
Nov./dic. 29,7
temporada

4Casos: colmenas 2= 2% de infestacion con Varroa en inicio de primavera

* Presentan niveles con O casos.

**Tiene 3 categorias, pero algunos presentan valores menores a 4.

***Presenta muchos casilleros sin datos y no mejora los indicadores de ajuste del

modelo.

De acuerdo con las variables que fueron significativas en el analisis bivariado (P<

0,15) se ajust6 un MLGM, con la variable apiario como factor aleatorio, distribucion

Binomial y funciéon de vinculo logit (Tabla 5.2). Aquellas variables que presentaron

niveles con 0 casos o presentaron muchos casilleros sin datos no fueron considerados

en la seleccién. De la misma manera, variables con menos de cuatro casos y mas de

dos categorias, para los cuales no es posible hacer el Test de Fisher, también fueron

excluidos del modelo final aun cuando en el andlisis bivariado resultaron significativos.

118



Tabla 5.2. Modelo lineal generalizado mixto (MLGM) ajustado para el porcentaje de

parasitacion con Varroa al inicio de la temporada 2013-2014 en 280 colmenas

distribuidas en 48 apiarios de la provincia de Santa Fe.

AlIC BIC Loglik Deviance
161.2963
203.2963 279.6269  -80.6482
Efecto Aleatorio Varianza Desvio Standard
apiario
1.072 1.149
(Intercept)
Efectos Fijos Nivel Exp (Beta) IC 95% Pr(>|z|)
Ordenada 0,004654 0,000020 1,108980 0.05449
Paoblacion abejas 8
pre-tratamiento cuadros 0,650594 0,151806 2,788232 0,56262
otofio 0 mas
Celda de cria Menos
o 0,203881 0,029366 1,415503 0,10773
invierno de 1l
Celda de cria 102
o 0,856706 0,257639 2,848743 0,80082
invierno cuadros
Celda de cria post-  Menos
_ 0,911403 0,145747 5,699293 0,92099
tratamiento otofio de 1
Celda de cria post-
_ . ly2 0,496114 0,108016 2,278625 0,36750
tratamiento otofio
Polen en colmena
pre-tratamiento Hasta 1 0,775490 0,211406 2,844710 0,70141
otofo
Antigliedad en Mas de
0,445611 0,092910 2,137213 0,31226
apicultura 10 afios
Parasitacion Mas de
o 5,696489 1,669218 19,440171 0,00547 **
invierno 1%
Suplemento _
_ Si 0,818804 0,100711 6,657064 0,85168
proteico
Recambio de ,
_ Si 0,658290 0,105069 4,124440 0,65519
reinas
Realiza Nucleos Si 1,740026 0,286799 10,556910 0,54706
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Desinfecta

o Si 3,342503 0,354497 31,516061 0,29184
material inerte
Monitoreo previo al _
_ . Si 16,171493 0,439545 594,978220 0,13026
tratamiento otofio
Monitoreo
posterior al Si 0,146453 0,009365 2,290374 0,17091

tratamiento otofo

Fecha de
Monitoreo en Inicio  Nov-Dic 12,368093 2,116428 72,277509 0,00523 **
de temporada

Tratamiento en _
o Si 1,735525 0,107657 3,083887 0,51949
invierno

Apiarios Cercanos Si 0,000001 0,294596 60,240911 0,28936

Las colmenas con méas de 1% de infestacién durante el invierno tuvieron 5,7 veces
mas riesgo de superar el umbral de dafio en primavera. Al mismo tiempo se observé
que el riesgo de superar el umbral de primavera fue 12,4 veces mayor conforme se

retrasa la fecha del monitoreo al inicio de la temporada.

Se compar6 el modelo ajustado con el siguiente modelo nulo (incluyendo Gnicamente

el factor aleatorio):

Parasitacion de inicio de temporada ~ 1 + (1 | apiario)

Modelo Df AIC BIC LogLik Deviance  Pr(>Chisq)
Nulo 2 211.94 219.21 -103.968  207.94

_ 0.0004
Ajustado 21 203.30 279.63 -80.648 161.30

El modelo ajustado redujo significativamente la deviance (variabilidad no explicada)
respecto del modelo nulo, lo que justifica la complejidad adicionada. Aquellas variables
gue no resultaron significativas en el modelo final estuvieron asociadas a uno o0 ambos
de los factores de riesgo identificados (Figura 5.1). Se observo una asociacion entre la

fecha de monitoreo al inicio de la temporada y la poblacion de abejas (x*= 23,17; P<
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0,0001) y cantidad de polen en la colmena en pre-tratamiento de otofio (x’= 22,19; P<
0,0001), la cantidad de celdas de cria durante el invierno (x’= 18,17; P< 0,0001), la
antigiiedad en apicultura (x’= 9,86; P< 0,0001), el uso de suplemento proteico (x°=
21,27; P< 0,0001), la division de colmenas mediante nucleos (x°= 10,41; P= 0,001), el
tratamiento de invierno (x?= 27,25; P< 0,0001) y la existencia de apiarios cercanos (x’=
10,15; P= 0,002). Ademas, la cantidad de celdas de cria post-tratamiento de otofio
mostrd una leve tendencia a estar asociada con la fecha de monitoreo (x°= 4,89; P=

0,087).

'-Poblacién abejas pre-tratamiento otofio
Polen en colmena pre-tratamiento otofio !
Celda de cria invierno |
Antigiedad en apicultura
Suplemento proteico
Realiza Nucleos

|

I . .

| i Recambio de Reinas
Tratamiento en invierno 1 L

|

|

Monitoreo previo al tratamiento otofio

Apiarios cercanos

Parasitacion invierno
Fecha de Monitoreo en Inicio de temporada (P=0,005)
(P=0,005)

% de Parasitacion Inicio de temporada

I
4

Figura 5.1. Esquema de interaccién entre los factores de riesgo identificados en el
modelo lineal generalizado mixto (MLGM) y las variables que fueron excluidas por el

ajuste en el andlisis multivariado.

Por otro lado, la parasitacion de invierno se encontré asociada con el recambio de
reinas (x’= 3,08; P= 0,05) y el monitoreo previo al tratamiento de otofio (x’= 7,10; P=
0,002). Las variables desinfecta material (x’= 0,012; P= 0,91 y x’= 2,50; P= 0,13) y
monitoreo posterior al tratamiento de otofio ()(2: 0,008; P=0,93y )(2: 2,50; P=0,15) no
resultaron asociadas a la fecha de monitoreo en inicio de temporada o la parasitacion

de invierno, respectivamente.
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Andlisis espacio-temporal

En el analisis espacio-temporal correspondiente a las cuatro etapas de muestreo se
reconocieron dos agrupaciones significativas. Los cluster detectados presentaron 2,82
(P< 0,0001) y 3,66 (P< 0,0001) més riesgo de contener colmenas que superen el
umbral establecido para la etapa pre-tratamiento. Alternativamente, dado el efecto
significativo del manejo sanitario en la carga parasitaria antes y después del
tratamiento, el analisis espacio-temporal se redujo al intervalo entre la etapa post-
tratamiento y el inicio de temporada (mayo-diciembre), eliminando la etapa previa al

tratamiento acaricida (febrero-abiril).

Tabla 5.3. Agrupaciones espacio-temporales de colmenas con alta y baja probabilidad

de superar los umbrales de dafio a lo largo del ciclo productivo.

Orden de N° de

Cluster apiarios Radio (km) RR’ Peflodo de p-valor
incluidos tiempo
1 3 20,18 4,30 Post- 0,005
tratamiento
Invierno-
2 2 5,51 3,29 Inicio de 0,0066
temporada
3 1 0 6,28 Post- 0,011
tratamiento
Invierno-
4 3 28,91 3,05 Inicio de 0,03
temporada
4 Invierno-
5 16,89 0 Inicio de 0,031
temporada
6 7 74,37 0 Post- 0,031

tratamiento

*RR: riesgo relativo
**No es un cluster propiamente dicho porque todas las colmenas pertenecen a un

mismo apiario.
Durante el periodo de estudio post-tratamiento-invierno-inicio de temporada, se

identificaron seis agrupaciones o cluster significativos (Tabla 5.3), en un total de 840

122



colmenas distribuidas en 48 apiarios (Figura 5.2). El numero total de casos en el area

de estudio fue de 138 (16,4 %).

@8 C|usterde alta tasa
Custer de baja tasa

Figura 5.2. Distribucion espacio-temporal de colmenas con mayor (alta tasa) o menor
probabilidad (baja tasa) de superar los umbrales de dafio en el periodo post-

tratamiento-invierno-inicio de temporada en la provincia de Santa Fe.

DISCUSION

Varroa destructor es una de principales causas de mortalidad de colmenas de Apis
mellifera (Guzmén-Novoa et al., 2010; Smith et al., 2013) y disminucion de la
produccion de miel (Murilhas, 2002; Medina Flores et al., 2011). El control sanitario
especialmente al inicio de la etapa productiva resulta fundamental para evitar el
crecimiento exponencial de poblacionales al final del verano y el comienzo del otofio,
cuando probablemente la poblacion del acaro haya alcanzado niveles de dafio

significativos (Le Conte et al., 2010).
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En este estudio se identificaron dos variables asociadas con el porcentaje de
parasitacion con Varroa al inicio de la temporada, la parasitacion de invierno y la fecha
de monitoreo al inicio de la temporada. Ademdas, de acuerdo con los resultados
presentados en la Figura 5.1 aquellas variables que fueron excluidas en el modelo
final, se encontraron asociadas por lo menos a uno de los dos factores de riesgo

identificados en este estudio.

La parasitacion durante el invierno fue un factor de riesgo propiamente dicho, dado
que el riesgo de superar el umbral de dafio en primavera (2%) aumenté casi 6 veces
cuando las colmenas superaron el umbral establecido para atravesar el invierno (1%).
Esta variable condicion6 directamente el porcentaje de parasitacibn con Varroa

registrado al inicio de la temporada.

Por otro lado, la fecha en la cual se realizé el monitoreo al inicio de la temporada
indic6 que la probabilidad de superar dicho umbral aumenta considerablemente a
medida que nos acercamos a la etapa mas favorable para el desarrollo del parasito. La
informacion aportada por esta variable pone de manifiesto la importancia del monitoreo
como herramienta de seguimiento y control de las poblaciones del acaro en esta etapa
clave del ciclo productivo (Imdorf et al., 2003). Dado que existieron 12 veces mas
riesgo de alcanzar niveles de parasitacion superiores al 2% a partir del mes de
noviembre y que al mismo tiempo un control quimico ya no es posible en este
momento del afio, una fecha de monitoreo temprana permitiria tomar decisiones de
manejo apropiadas en el momento indicado. Las colmenas deberian ser monitoreadas
con frecuencia para asegurar que los tratamientos acaricidas son exitosos al mantener
los niveles del acaro por debajo del umbral de dafio (Currie & Gatien, 2006). El
concepto de monitoreo como instrumento clave en las decisiones de manejo se vio
reflejado también en la asociacion entre las colmenas que fueron monitoreadas antes
y después de los tratamientos de otofio con la parasitacion registrada durante el

invierno y la fecha de monitoreo de primavera, respectivamente. Disponer de una
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estimacion precisa del tamafio poblacional de V. destructor en las colmenas es una
herramienta importante en la aplicacion del MIP (Branco et al., 2006). Luego de
aplicado el tratamiento, debe corroborarse el nivel de infestacion remanente para

determinar si el tratamiento fue exitoso (Boecking & Genersch, 2008).

Se evidencié una interaccion significativa entre el recambio de reinas y el porcentaje
de parasitacion de invierno. Observamos que en aquellos apiarios donde
efectivamente se realizaba el recambio de las reinas, el 27,8% de los apiarios que
superaron el umbral de parasitaciéon durante el invierno (1%) también lo superaron
durante la primavera (2%), mientras que el 7,9% solo lo hizo en primavera. Por el
contrario, en aquellos apiarios donde no se realizaba recambio de reinas, el 30% de
los apiarios superaron el umbral en ambas estaciones, asi como el 26,8% de los que
no lo superaron en invierno si lo hicieron en primavera. La edad y calidad de la reina
son dos factores altamente influyentes en la produccién de cria, la tasa de crecimiento
y la productividad de la colmena (Akyol et al., 2007). Ha sido reportado que las
colonias de A. mellifera con reinas de hasta un afio tienen mayor poblacién y producen
hasta 40% mas de miel en comparacion con reinas de dos afios (Akyol et al., 2007).
Ademas, el rol de la reina en la renovacién de la poblacién de abejas obreras y el
remplazo de las pérdida de poblacion producida por Nosemosis es vital para mantener
la homeostasis de la colmena (Botias et al., 2012). Esto indicaria que el estado

sanitario general de la colmena se ve favorecido por la presencia de reinas jovenes.

Simultaneamente se observé que el 60% de los apicultores con menos experiencia en
la actividad (menos de 10 afios) realizaron el monitoreo recién entre noviembre y
diciembre mientras que solo lo hizo el 39% de los apicultores mas experimentados
(mas de 10 afios). Una posible explicacion podria ser que la experiencia de afios
anteriores influya en la decisién de realizar un monitoreo en las colmenas al comienzo

de la etapa productiva.
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Colmenas con poca disponibilidad de polen almacenado pueden impedirle a las abejas
adultas alimentar apropiadamente a las larvas (Brodschneider & Crailsheim, 2010), por
lo que la suplementacion proteica determina indirectamente que existan o0 ho
condiciones favorables para la reproduccion del parasito. En este estudio se encontro
una asociacion significativa entre la fecha de monitoreo y la suplementacion proteica lo
que resulta en colmenas con mayor probabilidad de superar el umbral de primavera
dado que han sido alimentadas y que el registro de parasitacion se ha realizado hacia
el final de dicha estacién. Aun mas compleja resulta la interaccién con la fecha de
monitoreo si incluimos la cantidad de polen que presentaban las colmenas en el otofio
anterior. Casi el 70% de los apicultores que realizaron el monitoreo en fechas
cercanas al verano, tenian colmenas en el otofio anterior con mas de un cuadro de
polen y realizaron suplementacion proteica en algin momento del afio. A pesar de que
estas resultaron condiciones favorables para las abejas, la combinacién de una fecha
tardia de monitoreo con condiciones propicias para el desarrollo de Varroa resultaron

en altas probabilidades de alcanzar el umbral de dafio hacia el final de la primavera.

Con relacion a la poblacion de abejas de las colmenas previo al tratamiento de otofio,
se encontrd una asociacion significativa con la fecha de monitoreo. De las colmenas
que fueron monitoreadas temprano en la primavera, el 90% tuvieron durante el otofio
anterior mas de 8 cuadros cubiertos con abejas y el 73,8% hasta dos cuadros de cria
durante el invierno. En comparacion, cerca del 50% de las colmenas que fueron
monitoreadas entre noviembre y diciembre presentaban mas de dos cuadros con cria
en el invierno. En conjunto estos resultados indicarian que si las colmenas tienen
menos cria disponible la probabilidad de alcanzar el umbral de dafio en la primavera
temprana es menor. Por el contrario, largos periodos de cria 0 ausencia en el corte de
postura durante el invierno incrementan drasticamente el tamafio poblacional del &caro

(Calis et al., 1999) dado que el factor que mejor explicaria los niveles de infestacion
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hacia finales del otofio e inicio del invierno es la produccién de cria tardia (Fries et al.,

2003).

La divisibn de colmenas mediante nlcleos permite reducir la carga parasitaria en las
colmenas en términos de porcentaje de infestacion en un momento puntual (Wallner &
Fries, 2003). Por ejemplo, luego de la division, la infestacion de acaros en la colmena
es bastante mas baja al momento del desarrollo de la poblacién de abejas de invierno
(Boecking & Genersch, 2008). Si bien el objetivo de esta practica es aumentar o
recuperar el numero total de colmenas y no es un método de control, disminuye la
cantidad de acaros y otros patdgenos de la “colmena madre” que pueden ser
controlados en los nuevos nucleos (Boecking & Genersch, 2008). En este trabajo, se
encontré que la asociacion entre la division mediante nucleos y la fecha de monitoreo
esta dada porque el 72% de los apicultores que no realizan nicleos, monitorearon sus
colmenas entre noviembre y diciembre. Esta condicibn da como resultado que la
proporcion de colmenas que han superado el umbral de primavera es mayor. Realizar
ndcleos requiere de ciertas condiciones que eviten un impacto negativo dado que la
division de colmenas contribuye a la transmisién horizontal del parasito permitiendo
gue se mantengan las formas mas virulentas (Fries & Camazine, 2001). Es
recomendable realizar nucleos luego de efectuar un monitoreo de la parasitacién de
las colmenas y aplicar un tratamiento ya que las poblaciones de Varroa se mantienen
dentro del apiario. Ademas, las divisiones deben hacerse en colmenas propias de
cada apicultor (Boecking & Genersch, 2008), evitando intercambiar material vivo con
otros productores. Si bien la division mediante nicleos no es un método de control,
divide la poblacién existente de &caros permitiendo en algunos casos demorar la

aplicacion del tratamiento (Wallner & Fries, 2003).

Una carga parasitaria baja durante la primavera es clave para la buenas préacticas
apicolas (Renz & Rosenkranz, 2001). El monitoreo de las colmenas durante el inicio
de la temporada aporta informacién en este sentido y es una herramienta fundamental
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para tomar decisiones de manejo (Currie & Gatien, 2006). En nuestro estudio, el
71,7% de los apicultores que no trataron durante el invierno, realizaron ademas el
monitoreo entre noviembre y diciembre, lo que probablemente derive en una situacion
sin posibilidad de control quimico dado el inicio del flujo de néctar. Es recomendable,
que si no se han controlado las poblaciones de V. destructor durante el invierno, se
realice un monitoreo de las colmenas para conocer la carga parasitaria antes del inicio

de la temporada.

Por dltimo, el 52,6% de los apiarios que declararon tener al menos un apiario cerca,
realizaron un monitoreo tardio. Cuando el monitoreo de primavera se realiza préximo a
los meses de verano coincide con un momento de mayor presién de re-invasion del

acaro (Renz & Rosenkranz, 2001).

La fecha de monitoreo no es per se un factor de riesgo, pero aun asi estuvo asociado
con multiples factores de manejo que evidentemente se relacionan con la variable de
respuesta. Cuando un factor de riesgo es identificado y se encuentra altamente
correlacionado con una o mas variables independientes, ésta también lo sera,
independientemente de su asociacion biolégica con la variable dependiente (Dohoo et
al., 1996). Este tipo de situaciones puede surgir cuando mudltiples variables
independientes son analizadas simultaneamente y separar sus efectos se vuelve

complejo.

Analisis espacio-temporal

Identificar agrupaciones de colmenas con mayor riesgo de superar los umbrales de
dafio a lo largo del ciclo productivo resulta una herramienta fundamental en el control
de la difusion de V. destructor. Cuando se analiz6 el intervalo de monitoreo completo
sélo se identificaron dos cluster de apiarios con alto de riesgo de superar el 3% de
infestacién con Varroa durante la etapa pre-tratamiento. Este resultado sugiere que se

registran grandes diferencias entre la parasitacion con Varroa durante la etapa previa
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a las aplicaciones sanitarias y el resto del ciclo productivo, debido precisamente al
efecto que el tratamiento acaricida tiene sobre la carga parasitaria de las colmenas. La
evolucién del porcentaje de infestacion y la probabilidad de superar los umbrales de
dafio establecidos pueden visualizarse mejor cuando los datos pertenecientes a la

etapa previa al tratamiento son excluidos.

En este estudio se describen seis cluster espacio-temporales, cuatro agrupaciones con
alto riesgo (cluster de alta tasa) y dos con bajo riesgo de superar los umbrales de dafio
(cluster de baja tasa). Los cluster de alta tasa presentaban caracteristicas diferentes
dado que dos de ellos se identificaron durante la etapa post-tratamiento
exclusivamente (cluster #1 y cluster #3 compuesto por un solo apiario) y dos de ellos

durante el intervalo invierno-inicio de temporada (cluster #2 y #4).

En el caso del cluster #1 (RR: 4,30) dos de los apiarios incluidos fueron tratados con
acaricidas de origen casero a base de cumafés. Consecuentemente, la proporciéon de
colmenas con mas de 1% durante la etapa post-tratamiento es mas alta que lo
esperado por azar. Muchas veces, en respuesta a la aparicion de fenémenos de
resistencia potenciados por condiciones econémicas desfavorables, los apicultores
tienden a utilizar productos caseros no autorizados, usualmente en cantidades
excesivas (VanEngelsdorp & Meixner, 2010). El uso de acaricidas caseros es
cuestionado tanto por la eficiencia en la liberacion del principio activo como por el
aporte al desarrollo de poblaciones resistentes (Wallner, 1999, Higes et al., 2010). Mas
aun, en ambos casos el principio activo utilizado fue cumafds para el cual ya han sido
reportados casos de resistencia (Pettis, 2004; Maggi et al., 2009; Maggi et al., 2011).
El caso del apiario que conforma el cluster #3 (RR: 6,28) es un tanto controversial
dado que ha sido tratado con un producto aprobado por SENASA, durante abril-mayo
al igual que un apiario que pertenece al cluster #6 (de baja tasa). Aun cuando ambos
apiarios se encontraban proximos entre si (14,5 km en linea recta) y compartian el

mismo asesoramiento técnico la totalidad de colmenas del cluster #3 superaron el
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umbral de 1% establecido para la etapa post-tratamiento (Giacobino et al., 2015).
Probablemente exista alguna caracteristica especifica del manejo de este apiario y del
ambiente cercano que determina que a pesar de utilizar un producto comercial

aprobado, la eficacia del tratamiento fue muy baja.

Los cluster de alta tasa para el intervalo invierno-inicio de temporada también
presentaron un manejo heterogéneo. El cluster #2 (RR: 3,29) estuvo conformado por
apiarios que no fueron tratados durante el invierno y cuyos propietarios han reportado
tener apiarios vecinos en un radio menor a 2000 metros. El riesgo de presentar
colmenas con mas de 1 % de infestacion durante el invierno aumenta si al final del
otofio las colmenas han estado expuestas a la re-invasion de acaros debido a una
mayor densidad de apiarios en la zona. La tasa de re-invasion depende en parte de la
densidad de apiarios, dado que los acaros provenientes de colmenas infestadas que
todavia no han sido tratadas pueden invadir las colmenas que ya han recibido un
tratamiento (Frey & Rosenkranz, 2014). Ademas, de acuerdo con nuestro modelo, si al
finalizar el invierno no se ha aplicado un tratamiento que permita corregir esta
situacion, el riesgo de superar el umbral de parasitacion durante la primavera

aumenta.

El cluster #4 (RR: 3,05) exhibié una situacion aun mas diversa, ya que estuvieron
involucrados dos apiarios que habian recibido tratamiento con acaricidas sintéticos
durante o al finalizar el invierno y un apiario que no recibié ninguno. Para el caso de
los apiarios tratados con flumetrina o amitraz la falta de eficacia puede relacionarse
tanto con problemas en la aplicacion del producto, la calidad del soporte, como asi
también con fendbmenos de resistencia, si bien se desconoce el producto comercial y el
modo de aplicacion. Aunque hubo una reduccién en la parasitacion respecto al
invierno, se registré una alta proporcion de colmenas con mas de 2% durante la
primavera. Estos mismos apiarios habian presentado remanentes de Varroa durante

los tratamientos aplicados en el otofio anterior, con 40% de colmenas con mas de 1%
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de parasitacion post-tratamiento. Es importante destacar que en muchos casos, el
desarrollo de poblaciones resistentes de acaros y la deteccion de residuos quimicos
en miel y cera pueden atribuirse a un uso prolongado o incorrecto de los acaricidas
disponibles o debido a que algunos apicultores preparan sus propios productos
(Wallner & Fries, 2003). Todos los apicultores cuyos apiarios pertenecian a este
cluster mencionaron tener por |0 menos un apiario cerca y la mayoria declar6é también
haber tenido algun problema en el control de Varroa durante el otofio. Si en zonas de
alta densidad de apiarios, ademas se registran poblaciones significativas de &acaros
remanentes luego de un tratamiento, el riesgo de alcanzar umbrales de dafio es alto
dado que los apiarios estan expuestos a re-invasiones masivas (Imdorf et al., 2003).
Zonas con alta densidad de apiarios en combinacion con un tratamiento ineficaz no
s6lo aumentan el riesgo de dafio en las colmenas (Frey & Rosenkranz, 2014) sino que
también ejercen una presion de seleccién sobre las formas mas virulentas del acaro
(Fries & Camazine, 2001). Esta condicidon en conjunto con la ausencia de tratamientos
al finalizar el invierno resulta en altas probabilidades de presentar colmenas con mas

de 2% de infestacién con Varroa al inicio de la temporada.

Se identificaron dos cluster de baja tasa, el cluster #5 para el intervalo invierno-inicio
de temporada y el #6 en la etapa post-tratamiento. Tres de los cuatro apiarios
pertenecientes al cluster #5 aplicaron un tratamiento organico con acido oxalico
durante o al finalizar el invierno. Como estrategia de control alternativa, el tratamiento
de invierno es fundamental dado que elimina o reduce los &caros que contribuirdn al
desarrollo de las poblaciones durante el préximo verano (Rashid et al., 2012). Ademas,
los apiarios de este cluster que habian registrado problemas en el control de Varroa
durante el muestreo post-tratamiento realizaron un nuevo tratamiento asegurando
cargas parasitarias por debajo del 1% durante el invierno y al inicio de la temporada. El
control de Varroa en esta etapa desacelera el desarrollo de poblaciones de acaros

durante el verano evitando mayores dafios en las colmenas (Giovenazzo & Dubreuil,
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2011). El monitoreo posterior a la aplicacién de un tratamiento para evaluar su eficacia
(Boecking & Genersch, 2008) combinado con el uso de acido oxélico durante o al
finalizar el invierno (Rashid et al.,, 2012) pueden colaborar para mantener las
poblaciones de Varroa por debajo de los umbrales de dafio tanto en invierno como en

primavera.

El 85% de los apiarios de baja tasa agrupados en el cluster #6 para la etapa post-
tratamiento recibieron una aplicacion de acaricida a finales de febrero o principios de
marzo. Ademas, todos fueron tratados con el mismo principio activo utilizando un
producto comercial aprobado por SENASA y dentro del cluster no se registro ningun
caso que superara el 1% de infestaciébn con Varroa post-tratamiento. Es importante
destacar que los programas de manejo basados en el MIP deben ser coordinados
regionalmente para reducir la presion de re-invasion en las colmenas (Frey &

Rosenkranz, 2014).

En todos los casos los cluster de alta y baja tasa reflejan la marcada influencia que
tiene el manejo sanitario sobre las poblaciones de acaros en las colmenas. La falta de
estrategias de tratamientos coordinados e integrales y métodos de control que se
implementan a menudo demasiado tarde o sin éxito, dan lugar a la reaparicion
generalizada de pérdidas de colmenas significativas debido a la presencia de V.

destructor (Boecking & Genersch, 2008).

CONCLUSIONES

e El porcentaje de infestacion con Varroa en invierno fue el principal factor de
riesgo asociado con la presencia de colmenas que superaron 2% de
infestacién en primavera.

e Es necesario planificar un monitoreo durante el inicio de la temporada

productiva y consecuentemente tomar una decision de manejo apropiada
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previo al periodo de carencia dado que el préximo tratamiento puede aplicarse
solamente luego de la cosecha.

Existen practicas de manejo que indirectamente tienden a disminuir el
porcentaje de infestacion con Varroa al inicio de temporada, considerando que
mantienen los niveles poblacionales por debajo del umbral en diferentes
momentos clave del afio.

Existen asociaciones espacio-temporales de colmenas con mayor riesgo de
superar el umbral de dafio establecido en cada etapa del ciclo productivo. El
manejo sanitario, conjuntamente con otras practicas de manejo de los apiarios

seria un factor preponderante en la formacion de dichas agrupaciones.
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Capitulo VI
MORTALIDAD INVERNAL DE

COLMENAS DE Apis mellifera



INTRODUCCION

Se reportaron altas tasas de pérdida de colmenas de abejas meliferas (Apis mellifera
L.) durante los udltimos inviernos en muchos paises, especialmente en Europa y
América del Norte (vanEngelsdorp et al, 2008; Neumann & Carreck, 2010; van der Zee
et al., 2014). Aunque la situacion de la apicultura latinoamericana es diferente
(Vandame & Palacio, 2010), durante los Ultimos afios se ha registrado un aumento de

las pérdidas durante el invierno.

El acaro ectoparasito Varroa destructor, fallas en las reinas y la mala alimentacién son
identificadas por los apicultores como las principales causas de estas pérdidas de
colmenas en invierno (Guzman Novoa et al., 2010; vanEngelsdorp et al., 2012).
Niveles altos de infestacién con V. destructor durante la transicién hacia la poblacion
de invierno pueden causar pérdidas de colmenas debido a la disminucion de la vida
uatil de estas abejas (van Dooremalen et al., 2012). La presencia de Varroa no sélo
causa la pérdida del peso corporal (Duay et al., 2003), malformacién en abejas adultas
y debilitamiento de colmenas (Marcangeli et al., 1992a; Garedew et al., 2004) y la
reduccién de la vida util de las obreras (Amdam et al., 2004) sino que también facilita
la interaccion con otros patdégenos, como por ejemplo el microsporidio Nosema spp. y

diversos virus (Chen & Siede, 2007; Williams et al., 2010).

El manejo del apiario juega un papel importante en la preparacion de las colmenas
para que atraviesen el invierno y lleguen a la primavera en buenas condiciones
(Topolska et al., 2008). Muchos de los factores clasificados como posibles causas de
mortalidad estan estrechamente vinculados al manejo mas que a condiciones
ambientales o biolégicas; considerando la intervencién humana como contribuyente

importante de la ocurrencia de mortalidad invernal (VanEngelsdorp et al., 2010).

Los sintomas y las causas de la pérdida de colmenas pueden variar de acuerdo con la
region, dado que las condiciones ambientales, las practicas de manejo apicolas y los

patdgenos no son las mismas (Neumann & Carreck, 2010). La mortalidad invernal
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podria explicarse por interacciones complejas entre diversos factores, encabezados

por los niveles de Varroa y el manejo inadecuado del apiario.

OBJETIVOS

o Estimar el porcentaje de mortalidad invernal de colmenas de Apis
mellifera en apiarios de la provincia de Santa Fe.

e Identificar los factores de riesgo asociados con las pérdidas de
colmenas de Apis mellifera durante el invierno en una regién de clima

templado en Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio y tamafio de muestra

De acuerdo la cantidad de apiarios registrados en la provincia de Santa Fe
(Departamento de Agricultura de Santa Fe, 2008), un total de 62 apiarios (n=3735;
para intervalo de confianza de 95%; precision en la estimacion <10, 5%) fueron
incluidos en una encuesta sobre mortalidad de colmenas. La definicion de zonas
geograficas y el niamero de apiarios por zona fue asignado de acuerdo con la
proporcion de apiarios distribuidos en la provincia (Moher et al., 2010), de la misma
manera que en las etapas de monitoreo pre-tratamiento (capitulo 2) y post-tratamiento

(capitulo 3).

Toma de muestras: Fortaleza de la colmena y diagnéstico de infestacion con V.

destructor

Dentro de cada apiario se tomaron muestras en un minimo de 6 colmenas o sobre el
10% del total de colmenas por apiario (Lee et al., 2010). Para estimar el porcentaje de
infestacion previo al tratamiento acaricida se tomé una muestra de abejas adultas o
Varroa Forética (VF) en cada colmena. Ademas, se midieron los parametros de

fortaleza de la colmena (CCA, CCC, CCP y CCM) por estimacién visual de acuerdo
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con la metodologia detallada en materiales y métodos generales. La visita a los

apiarios y toma de muestras se realizé entre febrero y mayo de 2013.

Encuesta de otofio sobre las practicas de manejo del apiario: variables exploratorias

Los datos sobre el manejo del apiario fueron recolectados en la encuesta pre-
tratamiento (Anexo 2). Se recopilé informacién sobre: 1) caracteristicas generales del
apiario (localizacion geografica, numero de colmenas, produccion de miel y mortalidad
promedio de los Ultimos tres afios); 2) Practicas de manejo comuUnmente aplicadas
(alimentacion con carbohidratos, suplementacién proteica, monitoreo de colmenas
realizado por los apicultores, reemplazo de reinas, divisibn de colmenas mediante
ndcleos, trashumancia) y 3) tratamientos acaricidas para controlar Varroa (principio

activo, fecha de tratamiento, rotacion durante los uGltimos cuatro afios).

Encuesta de Primavera; mortalidad invernal

Una nueva encuesta fue realizada a todos los apicultores de los apiarios participantes
durante septiembre-octubre de 2013 (Anexo 5). Se recopilé informacion sobre: 1)
tratamientos de invierno contra Varroa, producto y fecha de aplicacion 2) desinfeccion
del material inerte post-cosecha y método para hacerlo y 3) porcentaje de colmenas

perdidas durante la temporada invernal (desde la encuesta de otofio).

Andlisis estadistico

El nivel de infestaciébn con Varroa y la mortalidad invernal de colmenas fueron
comparados entre las zonas geograficas mediante Kruskall Wallis y test de Mann
Whitney U. Luego, los apiarios fueron clasificados en dos grupos de acuerdo con el
porcentaje de mortalidad invernal de colmenas registrado: (alta mortalidad (>10%) y

baja mortalidad (£10%)) (Genersch et al., 2010, Le Conte et al., 2010).

137



Se analizaron los potenciales factores de riesgo para mortalidad invernal de colmenas
con relacién a la parasitacion con Varroa y la fortaleza de la colmena durante la etapa

pre-tratamiento y a las practicas de manejo del apiario registradas en las encuestas.

En una primera etapa, se analiz6 el grado de asociacion de cada una de las variables
independientes con el nivel de mortalidad registrado en el apiario (alta o baja)
utilizando el test de Chi-cuadrado de Pearson (x%) o T de Student (de acuerdo con el
tipo de variable). Todos los factores que presentaron valores de significancia P< 0,15
en el andlisis bivariado fueron seleccionados para ser incluidos en un modelo logistico.
Se evalud la colinealidad entre las variables seleccionadas mediante el test de Chi-
cuadrado de Pearson. Cuando se encontré asociacion entre dos potenciales factores
s6lo uno fue incluido en el andlisis multivariado (el de menor valor de P). Se ajust6 un
modelo de regresion logistica utilizando como variable de respuesta el nivel de
mortalidad registrado en el apiario (alta o baja mortalidad). Todos los analisis

estadisticos fueron realizados con software R (version 2.15.3).
Andlisis espacial

Se utilizé el método de deteccion de cluster, Spatial Scan Statistic para identificar
agrupaciones espaciales dentro de una poblaciébn con distribucion heterogénea
(Kulldorff & Nagarwalla, 1995). El set completo de datos fue escaneado para
determinar la presencia de cluster de apiarios con alta o baja tasa de mortalidad de
colmenas (equivalente a un test estadistico a dos colas). Se asumié una distribucion
Bernoulli para el porcentaje de mortalidad de colmenas (casos >10% Yy no casos
£10%). Se calculd la razén de verosimilitud (LR por likelihood ratio) para cada
agrupacion o cluster propuesto, con limite superior de escaneo fijado sobre el 50% del
total de la poblacién en riesgo analizada. Se reportaron el cluster mas probable y los
cluster secundarios significativos segun el LR (Kulldorff, 2014). El analisis espacial fue

realizado utilizando el software SaTScan version 9.2 (www.satscan.org).
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RESULTADOS

El tamafio promedio de los apiarios relevados fue de 43 %= 17 colmenas y
pertenecieron a apicultores con 12 + 8 afios de experiencia en la actividad. En el
otofio, el nivel de infestacién con Varroa pre-tratamiento fue de 5,68 + 4,19% de VF y
los pardmetros de fortaleza de la colmena fueron: 8,69 + 1,16 (CCA); 4,59 + 1,52
(CCQC); 0,87 £ 0,54 (CCP) y 3,02 + 1,31 (CCM). El porcentaje de mortalidad invernal
fue 11,44 + 8,86% colmenas por apiario, con un minimo de 0% y un maximo de 50%.
Los datos completos sobre mortalidad invernal fueron registrados en un total de 46

apiarios, donde se registraron 28 casos con alta mortalidad (>10% de colmenas).

Las variables que resultaron asociadas con altas tasas de mortalidad (>10% de
colmenas) fueron: CCC (P= 0,007), CCM (P= 0,023), nivel de infestacién con Varroa
pre-tratamiento (P= 0,026), recambio de reinas (P= 0,007) y fecha de aplicacion de
tratamiento acaricida de otofio (P= 0,005) (Tabla 6.1). Los apiarios con >10% de
mortalidad presentaron menor CCC en el otofio (4 + 1,24) y mas CCM (3,61 £ 1,24)
comparados con aquellos con <10% de mortalidad (5,10 + 1,27 CCC y 2,73 = 1,19
CCM). Ademaés, el porcentaje de infestacion con Varroa fue mayor (7,54 + 4,12% por
colmena) en comparacion con los apiarios con <10% de mortalidad (4,82 + 3,44% por

colmena) (Tabla 6.1).

Tabla 6.1 Asociacion entre potenciales factores de riesgo y el porcentaje de mortalidad

invernal registrado en apiarios de la provincia de Santa Fe durante el afio 2013.

Mortalidad
Factores N Media (DS) Valor P?
invernal
> 10% 18 4,00 (1,29)
CccCcC 0,007
< 10% 28 5,10 (1,27)

139



> 10% 18 3,61 (1,24)

CCM 0,021
< 10% 28 2,73 (1,18)
Nivel de > 10% 18 7,54 (4,11)
infestacion con 0,019
< 10% 28 4,81 (3,44
Varroa ° 81 (3:44)
Factores Mortalidad Invernal N (%) Valor PP
Nivel de la
>10% <10%
variable
Si 7 (24,2) 22 (75,8)
R .
ecambio de 0,007
Reinas No 11 (64,7) 6 (35,3)
Fecha de Temprano 5 (29,7) 26 (70,3)
tratamiento
0,002
acaricida de Tarde 5 (100) 0(0)
otofio
4T-Student

®Chi-cuadrado de Pearson

Temprano: febrero/marzo; Tarde: abril/mayo/junio

Adicionalmente, el 75,8% de los apiarios dirigidos por apicultores que declararon
realizar periddicamente recambio de reinas tuvieron <10% de mortalidad mientras que
solo el 35,3% de aquellos que no recambian la reina presentaron la misma condicion.
Todos los apiarios que recibieron el tratamiento acaricida de otofio luego de marzo

(fecha tardia) presentaron >10 % de mortalidad durante el 2013 (Tabla 6.1).
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Tabla 6.2 Modelo de regresion logistica para factores de riesgo asociados al
porcentaje de mortalidad invernal de colmenas en la provincia de Santa Fe (2013; n=
42).

IC 95%
. Nivel de la Odds
Variables Valor P
variable Ratio (O.R.)

Constante - 0,00 0,99
ccc e e e 0,13
cc™M e e e 0,13

Nivel de
infestacibncon @ - emeem e 0,41
Varroa
Recambio de st
Reinas
No 18,15 1,76-187,43 0,01
FeCha de Temprano* _____
tratamiento
acaricida de
Tarde 0,99
otofo

Test de Hosmer-Lemeshow del Modelo: 0,663. Referencias: 1C95%: Intervalos de
confianza; Temprano: febrero/marzo; Tarde: abril/mayo/junio.

*Variable de referencia

De las variables asociadas en el andlisis bivariado e introducidas en el modelo de
regresion logistica (s6lo 42 apicultores contestaron ambos cuestionarios y fueron
incluidos en el modelo final), se encontr6 que sélo el recambio de reinas estuvo
significativamente asociado con el porcentaje de mortalidad (Tabla 6.2). Apiarios
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donde los apicultores no recambian peridédicamente la reina tuvieron 18,15 veces mas
riesgo de presentar >10% de mortalidad que aquellos que aseguraron hacerlo (IC 95%

1,76-187,43; P=0,01).
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Figura 6.1 Porcentaje de Infestacion con Varroa destructor durante el otofio 2013 y
mortalidad de colmenas en invierno (% de colmenas por apiario) para todas las zonas
en la provincia de Santa Fe. Referencias: Letras diferentes indican diferencias significativas

(P< 0,05, Test de Mann-Whitney U).

No se detectaron cluster espaciales significativos en el andlisis (P< 0,05) y el
porcentaje de infestacién con Varroa fue similar en todas las zonas (P= 0,22). Sin
embargo, el promedio de mortalidad invernal fue mayor en las zonas norte y costa (P=

0,03) (Figura 6.1).

DISCUSION

El porcentaje de pérdida de colmenas durante el invierno fue similar a datos
previamente registrados en Alemania (Genersch et al., 2010), Croacia (Gajger et al.,
2010) y Austria (Brodschneider et al., 2010) pero considerablemente menor que las
pérdidas registradas en Canadé (Currie et al., 2010), Estados Unidos (vanEngelsdorp
et al., 2008; 2010; 2012), Turquia (Giray et al., 2010) y otros paises europeos (Nguyen
et al., 2010; van der Zee et al., 2012; 2014).
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Los factores asociados individualmente al porcentaje de mortalidad invernal en los
apiarios fueron CCC, CCM, recambio de reinas, el nivel de Varroa pre-tratamiento y la
fecha aplicacién del tratamiento acaricida. Estos resultados apoyan reportes previos
que sugieren que colmenas débiles durante el otofio, reinas pobres y la presencia de
Varroa se encuentran entre las cinco principales razones mas frecuentes de la pérdida
de colmenas (vanEngelsdorp et al., 2012). Altas tasas de mortalidad ocurren cuando
los apicultores reportan haber observado al &caro V. destructor en sus colmenas
durante el otofio (Nguyen et al., 2010). En contraste, la supervivencia post-invernal es
mayor cuando la infestacion con V. destructor disminuye debido a la aplicacién
temprana de un acaricida, antes del desarrollo de las abejas de invierno (van
Dooremalen et al., 2012). A diferencia de lo registrado en estudios anteriores, otras
variables como la alimentaciobn con carbohidratos, la suplementacion proteica, la
trashumancia y el producto aplicado en el tratamiento contra Varroa no se asociaron

con la mortalidad de invierno (vanEngelsdorp et al., 2008; Brodschneider et al., 2010).

A pesar de haber evaluado numerosas variables como potenciales factores de riesgo
asociados con altas tasas de mortalidad, el recambio de reina parece ser el principal
factor que explica las pérdidas invernales registradas en 2013. Los apicultores que no
reemplazan frecuentemente las reinas en sus colmenas tiene 18 veces mas riego de
sufrir altas tasas de mortalidad invernal (superiores al 10% de colmenas por apiario).
Una observacion similar fue reportada Gajger et al. (2010) en Croacia, donde los
apicultores que tuvieron las mayores pérdidas invernales, declararon que nunca
recambiaron la reina. Estudios anteriores informaron que la edad de la reina
(Genersch et al., 2010) y el porcentaje de reinas jovenes en las colmenas (van der Zee
et al., 2014) se asociaron, entre otros factores, con las pérdidas de invierno. Las
colmenas tienen mayor probabilidad de sobrevivir durante el invierno debido a que en
colmenas con reinas jévenes hay mayor disponibilidad de cria y obreras adultas

(Genersch et al., 2010). Si bien esta condicion podria favorecer la reproduccion de los
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acaros, en realidad un mayor porcentaje de reemplazo de la reina ayuda a mantener
niveles bajos de infestacion con Varroa (Giacobino et al., 2014), dado que mejoran la
respuesta a los tratamientos acaricidas (Giacobino et al., 2015), producen menos
cantidad de cria de zadnganos (Akyol et al., 2007) y toleran mejor los factores de

estrés, como la Varroosis.

Las pérdidas invernales variaron de acuerdo con la zona geogréfica dentro de la
provincia de Santa Fe, siendo mayor en la costa (19,1%) y en el norte (13,5%). Estas
diferencias regionales observadas podrian explicarse por factores ambientales
(Brodschneider et al., 2010). La localizacion durante el invierno y patrones climéaticos
inusuales parecen ser factores importantes con relacién a la mortalidad de colmenas
(Giray et al., 2010). Sin embargo, a pesar de que las zonas costa y norte tuvieron
mayor porcentaje de mortalidad, no se detectaron agrupaciones espaciales
significativas en este analisis. Mas alla de la caracterizaciéon climatica, las zonas
también son muy diversas en funcion del uso de la tierra. Mientras que en la zona de
la costa predominan los -cultivos fruti-horticolas, la zona norte se designa
principalmente para la produccion ganadera. Las zonas del centro y sur estan
destinadas principalmente a la produccion de leche y soja, respectivamente. Esto
podria sugerir que, independientemente de las diferencias en los patrones climaticos y
las caracteristicas del paisaje, las pérdidas de invierno son mas propensas a ser

afectadas por practicas de manejo apicola que por factores geograficos.

CONCLUSIONES

e El porcentaje de pérdida de colmenas durante el invierno puede reducirse
mediante la aplicacién de practicas de manejo adecuadas (vanEngelsdorp et

al., 2010).
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El reemplazo periédico de reinas en las colmenas es el principal factor
asociado a la reduccion de la mortalidad invernal, dado que mejora el
desarrollo de la colmena y ayuda a mantener bajos los niveles de Varroa.

Si bien las decisiones de manejo implementadas en los apiarios no se
encuentran agregadas en forma espacial, tienen mayor impacto sobre la
mortalidad invernal que las condiciones ambientales determinadas por una

zona geografica.
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Capitulo VI

IDENTIFICACION DE POBLACIONES DE
Varroa destructor RESISTENTES A LOS
PRINCIPALES PRINCIPIOS ACTIVOS

UTILIZADOS EN SU CONTROL



INTRODUCCION

El manejo sanitario de Varroa destructor en colmenas de Apis mellifera depende en
gran medida de intervenciones quimicas mediante el uso acaricidas sintéticos para
proporcionar un control selectivo y eficaz del paréasito (Rosenkranz et al., 2010). Sin
embargo, la eficacia de algunos de los principios activos comunmente utilizados en
apicultura ha disminuido en los ultimos afios (Lodesani et al.,, 1995; Marcangeli &
Garcia, 2003). Los problemas de eficacia son frecuentemente considerados como
indicios de futuros fenbmenos de resistencia a los acaricidas (Lodesani et al., 1995;
Lodesani et al.,, 2009), lo que constituye uno de los problemas mas graves que

actualmente enfrentan los apicultores (Maggi et al., 2011).

Se han reportado casos de resistencia a diferentes principios activos en distintos
paises del mundo (Milani, 1999; Elzen, et al., 2000; Thompson et al., 2002; Maggi et
al., 2009; Maggi et al., 2010b). Los fendmenos de resistencia consisten en la aparicion
de un grupo de individuos en la poblacién que son capaces de tolerar dosis téxicas
gue serian mortales para la mayoria de los individuos de la misma poblacion (Martinez

Puc & Medina Medina, 2011).

Diversos factores podrian explicar la aparicion de este tipo de fenémenos. Por un lado
el uso inadecuado de los productos comerciales aprobados por SENASA: a) la
aplicacion sistematica de un solo acaricida puede generar la aparicion de poblaciones
resistentes; b) la permanencia del producto en el interior de las colmenas por mas
tiempo del recomendado (Marcangeli & Garcia, 2003) debido a que los apicultores no
remueven el soporte plastico al concluir el periodo de tratamiento indicado en el
marbete. Por otro lado, el uso de productos caseros con concentraciones
desconocidas y soportes no apropiados que exponen a las poblaciones de acaros a

dosis sub-letales del principio activo (Martinez Puc & Medina Medina, 2011).

La mayor preocupacién con relacion a la aparicion de resistencia se relaciona con el

namero reducido de compuestos adecuados para el control del &caro vy
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consecuentemente la imposibilidad de superar el problema sustituyendo el principio

activo aplicado (Milani, 1999).

Actualmente existen poblaciones de V. destructor resistentes al fluvalinato, cumafos y
amitraz (Elzen et al., 1999; Pettis, 2004; Maggi et al., 2009; Maggi et al., 2010b) y
pocas alternativas de control de &caros en corto o mediano plazo. Es necesario
identificar las poblaciones de acaros resistentes y los principios activos involucrados y
consecuentemente limitar su propagacién mediante la reduccién o supresion del uso
de los mismos. Nuevos estudios sobre las poblaciones de V. destructor resistentes a
los acaricidas sintéticos deberian llevarse a cabo con el propdsito de obtener
informacion histérica detallada de acuerdo con el estado de salud de diferentes

apiarios en todos los paises (Maggi et al., 2010b).

OBJETIVO

e Evaluar la presencia y distribucion de poblaciones de V. destructor resistentes

a los principios activos presentes en los acaricidas comerciales.

MATERIALES Y METODOS

Seleccidn de apiarios y obtencién de acaros

Los bioensayos para determinar la presencia de poblaciones resistentes se realizaron
en cinco apiarios con antecedentes de fallas en el control de V. destructor. La mayoria
de estos problemas de control fueron registrados durante el monitoreo de colmenas
realizado en 2013 en el marco de esta tesis. Dichos apiarios fueron seleccionados de

acuerdo con los siguientes criterios:

v Mas del 50% de las colmenas del apiario presentaron valores de infestacién
mayores al 1% de Varroa forética luego de la aplicacion de un tratamiento

acaricida en otofio.
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v' Los productos utilizados para el control de Varroa pertenecian a marcas
comerciales aprobadas por SENASA para su aplicacion en colmenas
productoras de miel.

v' La aplicaciéon del producto se realiz6 durante el periodo y segun la dosis
correspondiente a las indicaciones del marbete y el muestreo post-tratamiento
fue efectuado inmediatamente al finalizar dicho periodo.

v' Los paquetes de los productos acaricidas aplicados se encontraban en buen

estado de conservacion y se aplicaron de manera correcta.

La localizacién de los apiarios dentro de provincia de Santa Fe y los porcentajes de
infestaciébn con V. destructor en abejas adultas (antes y después del tratamiento

acaricida) se muestran en las Figuras 7.1.y 7.2, respectivamente.

Se analizaron dos casos posibles de resistencia a amitraz (apiarios Il y V), dos
apiarios donde se evalué tanto amitraz como flumetrina (apiarios |1 y V) y un caso de
posible resistencia a cumafés (apiario Ill). En cada uno de ellos, se colectaron cuadros
con cria de abeja operculada infestados con V. destructor, los cuales fueron llevados
al laboratorio y conjuntamente se completé una encuesta sobre la historia de uso de

acaricidas en cada apiario.

Los cuadros fueron inspeccionados utilizando una pinza de disecciéon para la
extraccion de hembras adultas de V. destructor (Figura 7.3). No se tuvo en cuenta el
estadio de cria de abejas de donde provenian los acaros (Milani, 1995; Maggi, 2010).
Los individuos removidos fueron colocados en capsulas de Petri con pupas de A.
mellifera como fuente de alimento, por un maximo de tres horas hasta completar la

cantidad suficiente de acaros para los bioensayos.
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Figura 7.1 Ubicacion de los apiarios seleccionados para andlisis de resistencia de

poblaciones de Varroa destructor en la provincia de Santa Fe.

Se obtuvieron 50 ml de solucion madre (10 ug/ml) de flumetrina, amitraz o cumafés
(Pestanal ®; Sigma Aldrich) disueltos en hexano (Laboratorio Cicarelli, Argentina, Pro-
andlisis). A partir de ésta, se obtuvieron 10 ml de solucién con la concentracion letal 50
(CLsg) de base correspondiente a cada principio activo (Maggi et al., 2008). La CL 5, se
define como la concentracion de principio activo necesario para matar al 50 % de la
poblacion expuesta. Para el caso particular del apiario |, que presentd gran
disponibilidad de acaros debido a una infestacibn muy severa, ademas de evaluar la
CLsp de amitraz, se prepararon concentraciones crecientes en un ensayo de

exposicién completa para flumetrina (0; 0,25; 0,5; 1y 2 ug/ml).

Para evaluar cada principio activo, se aplico 1 ml de su CLg, sobre toda la superficie
de una capsula de Petri (90 x 20 mm), en total se realizaron cinco réplicas por cada
concentracion en cada uno de los apiarios. Las capsulas se dejaron expuestas a
temperatura ambiente por dos horas para que el excedente de hexano se evapore. Se
colocaron cinco hembras de V. destructor en cada capsula y una hora después fueron

agregadas tres abejas obreras, una esponja de un cm® embebida en agua y un
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recipiente con candy (3:1 azlcar en agua) que sirvieron de bebedero y alimento para

las abejas, respectivamente.
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Figura 7.2 Porcentaje de infestacion (media £ D.S) con Varroa destructor en abejas

adultas (Varroa forética) anterior (pre) y posterior (post) al tratamiento acaricida

provenientes de apiarios de la provincia de Santa Fe con sospecha de resistencia.

Figura 7.3. Extraccion de hembras adultas de V. destructor para el andlisis de

poblaciones resistentes.
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Exposicion a CLsy de las poblaciones con fallas en el control de V. destructor

Las cépsulas fueron colocadas en una estufa a 29 +1 °C y 70 +10% de humedad por
24 horas (Figura 7.4). Cumplido dicho periodo, se procedié a evaluar el nimero de

acaros muertos corroborando la ausencia de movimiento ante estimulos tactiles.

Figura 7.4. Incubacion de capsulas de Petri en estufa (29 + 1 °Cy 70 £10% de
humedad) por 24 horas.

Determinacién de individuos resistentes

Se evalud el porcentaje de individuos muertos al ser expuestos a la ClLsy de un
principio activo determinado. Si los acaros son susceptibles a la accion del acaricida,
se espera una mortalidad de la poblacion expuesta cercana al 50%, si la mortalidad es
significativamente menor al 50% (test t-Student para una muestra) es posible que los
individuos sean resistentes al principio activo. La CLs, se estimdé mediante regresion
probit en los ensayos de exposicién completa. El indice de resistencia (IR) se calculd

dividiendo la CLs, estimada de las poblaciones evaluadas sobre la CLso de poblaciones
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susceptibles reportadas para flumetrina en Maggi et al. (2008). Todos los analisis

fueron realizados usando el programa estadistico SPSS version 17.0.

RESULTADOS

La mortalidad promedio de acaros en el control fue de 8 + 6% (media + D.S), en todos
los ensayos la mortalidad del control fue menor a 18%. Los principios activos y los
porcentajes de mortalidad observados para cada uno de los apiarios se muestran en la
Tabla 7.1. No se presentaron fendbmenos de resistencia en ninguno de los casos de

estudio.

Tabla 7.1. Porcentaje de mortalidad esperado y observado por apiario para la

exposicion a la CLsy de base de los principios activos evaluados.

Apiario
Principio activo Mortalidad Mortalidad
(zona de la Valor P*
(CLsp) esperada (%) observada (%)
provincia)
Amitraz
Apiario | (sur) 50 100
(0,1 ug/ml)
Amitraz
Apiario Il (sur) 50 100
(0,1 ug/ml)
Apiario Il Cumafoés
50 56 0,63
(centro) (0,57ug/ml)
Apiario IV Amitraz
50 100
(centro) (0,1 ug/ml)
Apiario V Flumetrina
50 72 0,05
(centro) (0,34ug/ml)
Apiario V Amitraz
50 96 <0,0001
(centro) (0,1 ug/ml)

 Prueba t-Student para una poblacién
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Se estimo la CLso para flumetrina en la poblacién de acaros provenientes del apiario |
(Tabla 7.2). El IR calculado fue de 0,85. De acuerdo con estos resultados, la poblacion
de V. destructor evaluada no presentaba indicio de resistencia a flumetrina. El
porcentaje de mortalidad ligeramente menor en la dosis mas alta (2 ug/ml) no fue
significativamente diferente de la mortalidad registrada en la dosis de lug/ml (t= 1,131;

P=0,291).

Tabla 7.2. Porcentaje de mortalidad observado en concentraciones crecientes (0 a 2

ug/ml) y CL 50 de flumetrina para el apiario I.

Total acaros

Concentracién Mortalidad (%) CLso
expuestos
Control 25 12
0,25 (ug/ml) 25 48
0,50 (ug/ml) 23 48 0,293
1 (ug/ml) 25 72
2 (ug/ml) 25 56

De acuerdo con las encuestas realizadas en los apiarios, el esquema de rotacién de
principios activos fue respetado en todos los casos (Figura 7.5). Los registros en los
apiarios de la zona sur (Apiarios | y II) van desde el otofio 2012 al otofio 2015 mientras

gue en la zona centro van desde otofio 2011 a otofio 2013.
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Periodo £ 0-2012 P-2012 0-2013  P-2013 0-2014  0-2015

t Aplar|0|| bamitraz  flumetrina  amitraz  A.Oxélico  flumetrina amitraz

[ Apial’i0| bamitraz  flumetrina  amitraz  A. Oxdlico  flumetrina amitraz >

Periodo + 0-2011 0-2012 P-2012 0-2013

Apiario 1 L flumetrina  amitraz  A. Oxalico Cumafés

Apiariov L flumetrina  amitraz  SIN TRATAR flumetrina

n>
V
p
Apiario |V b flumetrina  amitraz  A. Oxdlico flumetrina
>

Referencias: tratamiento acaricida de otofio (O) y tratamiento acaricida de primavera (P)

Figura 7.5 Esquema de rotacion de principios activos en los apiarios seleccionados
para analisis de resistencia de poblaciones de Varroa destructor en la provincia de

Santa Fe.

DISCUSION

Es importante explorar las poblaciones de Varroa destructor para determinar la
presencia de posibles focos de resistencia (Maggi et al., 2010b). De acuerdo con los
resultados presentados aqui, no se identificaron poblaciones resistentes a ninguno de

los principios activos evaluados en la provincia de Santa Fe.

El amitraz fue el principio activo mas eficaz dado que en los cuatro apiarios donde se
evalud la CLs, la mortalidad super6 el 95 %, similar a lo reportado por Maggi (2010).
Las tiras plasticas utilizadas suelen tener una considerable cantidad de residuos de
amitraz durante todo el periodo de tratamiento, indicando una alta persistencia del
principio activo y una liberacion constante (Floris et al. 2001). Por lo tanto, la eficacia a

campo suele ser alta (Marcangeli et al., 2005). No obstante, los porcentajes de
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infestacion post-tratamiento luego de la aplicacion de Amivar® (amitraz) fueron
ligeramente y muy elevados en los apiarios IV y apiarios | y Il, respectivamente. Esta
situacion, junto con otras similares, generé gran preocupacion en el sector apicola de
la provincia por la posible existencia de poblaciones resistentes. De acuerdo con los
resultados obtenidos en el laboratorio, los individuos provenientes de estos apiarios
respondieron favorablemente a la CLg, descartando la hipétesis de la existencia de
poblaciones resistentes a este compuesto, dado que se observd un 100% de

mortalidad.

La CLsg estimada para flumetrina en el ensayo de exposicion completa (apiario 1) fue
similar a concentraciones previamente reportadas en poblaciones susceptibles a este
principio activo (Milani, 1995; Thompson et al., 2002; Maggi et al., 2008). Estos
apiarios estan incluidos en un esquema de rotacion de principios activos, utilizan
productos comerciales y realizan monitoreos en las colmenas antes y después de
aplicar un tratamiento. Ademas, la inclusibn de compuestos organicos en los
momentos adecuados reduce la frecuencia de uso de los escasos acaricidas sintéticos
disponibles. Nuestros resultados apoyan la idea de que el control de las poblaciones
de V. destructor basado en estrategias de manejo integrado reduce la posibilidad de
aparicion de fenémenos de resistencia (Eguaras & Ruffinengo, 2006; Ruffinengo et al.,

2014).

En el apiario V se registro, luego de la aplicacion de Flumevar® (flumetrina), un
promedio de infestacion post-tratamiento de 5,32%. Marcangeli & Garcia (2003) y
Schmidt et al. (2008) han reportado una disminucion en la eficacia de productos como
Bayvarol® (flumetrina) y la aparicion de ciertos fenébmenos de resistencia (Thompson
et al., 2002; Thompson et al., 2003; Rodriguez Dehaibes et al., 2005). Sin embargo,
los acaros provenientes del apiario V presentaron una mortalidad mayor al 50%
cuando fueron expuestos a la CLsy estimada para poblaciones susceptibles (Milani,

1995; Maggi et al., 2008). Resultados similares fueron reportados para la provincia de
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Entre Rios en Argentina y en Uruguay (Maggi, 2010) donde no fueron encontradas

poblaciones resistentes a flumetrina.

La mortalidad de acaros provenientes del apiario 11l fue la esperada para la aplicacién
de la CLsp de cumafés. A pesar de que el porcentaje de infestacion post-tratamiento
fue muy elevado, estas poblaciones no presentaron indicios de resistencia. Cabe
destacar que en este estudio, la mortalidad registrada para la CLs, de cumafos fue la
méas baja y muy cercana al 50%. Ademds, el productor responsable del apiario
menciond que previo al otofio 2011, el uso de cumafds para controlar a V. destructor
(formulacién comercial y de produccién casera) era abusivo y muy frecuente respecto
a lo recomendado por los técnicos. Estudios previos han reportado casos de
resistencia en Argentina (Maggi et al., 2009) y en Uruguay (Maggi et al., 2011) y
reduccion de la eficacia en el control de V. destructor en Estados Unidos (Pettis,
2004). Esto llevo a sugerir la suspension momentanea del uso de este principio activo
como medida preventiva para evitar profundizar el problema. No obstante, marcas
comerciales de acaricidas y productos caseros a base de cumafés se encuentran

disponibles y muchas veces son utilizados.

Los acaricidas liposolubles como el cumafés son estables y se acumulan en cera a lo
largo del tiempo (Wallner & Fries, 2003; Chauzat & Faucon, 2007). Estas dosis sub-
letales remanentes favorecen el desarrollo de poblaciones de acaros resistentes
(Johnson et al., 2009; Maggi et al.,, 2011). En apiarios donde no se ha detectado
resistencia, igualmente el uso de cumafdés deberia alternarse con otros principios
activos para prolongar su efectividad y prevenir la aparicion de poblaciones resistentes

(Maggi et al., 2009).

Si bien no se detectaron poblaciones de acaros resistentes en este estudio, los
monitoreos realizados en 2013 revelaron la existencia de problemas asociados con los

productos comunmente utilizados para el control de Varroa. Posibles explicaciones
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alternativas a los problemas generados en el control de V. destructor son: a) la presion
de invasion del parasito generada por la presencia de varios apiarios en un radio de
1500 metros y que han sido reportados como no tratados durante el otofio; b) la mala
aplicacion del producto; c) una falla puntual de algun lote del producto comercial,
sujeto a verificacion con el distribuidor. Igualmente, existen casos donde a pesar de
que se respeten las instrucciones de aplicacion y se traten las colmenas con base en
una estrategia zonal coordinada se registran niveles de parasitacion post-tratamiento
mayores al 1%. Cabe preguntarse qué papel juegan, con relacion a la eficacia de un
tratamiento, ciertas caracteristicas asociadas al producto aplicado. El ritmo y la
estabilidad en la liberacion del principio activo y el tipo de soporte utilizado resultan
fundamentales para que la aplicacion sea efectiva. Es necesario revisar la eficacia de
los productos comerciales aprobados disponibles e indagar sobre el rol que cumplen
en los problemas asociados al control de V. destructor. En cualquier caso, esta

presuncién escapa a los alcances de esta tesis.

La disminucién en la eficacia de los acaricidas sintéticos combinada con los residuos
en cera y la resultante exposicion a dosis sub-letales crénicas, son una clara
demostracion de que es necesario desarrollar enfoques alternativos para el manejo de

V. destructor en el contexto de la apicultura comercial (Johnson et al., 2009).

Se propone el desarrollo de programas de manejo basados en la rotacién de
acaricidas pertenecientes a grupos sin posibilidad de resistencia cruzada (Milani,
1999). Sin embargo, se han detectado casos de resistencia en apiarios con manejo
basado en un esquema de rotacion, lo que revela el potencial que tiene V. destructor
para adaptarse continuamente a las presiones de seleccién (Maggi et al., 2011) y la
necesidad de profundizar en el planteo de soluciones a largo plazo (Dietemann et al.,

2012).
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Diferentes acaricidas podrian aplicarse en diferentes estaciones del afio, cada uno
actuando por un plazo limitado de tiempo (Milani, 1999). El uso de productos
alternativos como el acido oxalico bajo ciertas condiciones es una buena opcién para
incluir en un esquema de rotacion (Marcangeli et al., 2003) o para bajar las cargas
remanentes de un tratamiento sintético. Ademas, el momento y la dosis de aplicacion
de cualquier acaricida es importante en el desarrollo de poblaciones resistentes y el
abuso o mal uso de las sustancias quimioterapéuticas deberia ser evitado (Lodesani et
al., 2009). Por ultimo, es importante alentar a los apicultores a que monitoreen sus
propias colmenas para detectar fallas en los tratamientos o anticipar focos de
resistencia (Thompson et al.,, 2002) y que integren la quimioterapia con otras

estrategias de control (Ruffinengo et al., 2014).

CONCLUSIONES

e A pesar de haber detectado fallas severas en el control quimico de Varroa
destructor, no se encontraron poblaciones resistentes a los principales
principios activos.

e Las poblaciones de Varroa destructor la provincia de Santa Fe mantienen un
grado alto de susceptibilidad a las moléculas evaluadas. No obstante, se
sugiere continuar monitoreando las colmenas con el objetivo de detectar
potenciales focos de resistencia y evitar agravar el problema.

e Si bien la rotacién de principios activos es una condicidn necesaria para evitar
el desarrollo de poblaciones de &caros resistentes, no resulta suficiente para

impedir fallas en el control quimico en etapas criticas como el otofio.
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Capitulo VI
VARIABILIDAD GENETICA DE
POBLACIONES DE Varroa destructor
PRESENTES EN APIARIOS DE LA

PROVINCIA DE SANTA FE



INTRODUCCION

Varroa destructor (Anderson & Trueman), es un ectoparasito obligado de las abejas
meliferas y representa una gran amenaza para la apicultura en todo el mundo. Este
acaro se ha desplazado desde Apis cerana, su huésped original, hacia Apis mellifera 'y
ha alcanzado una distribucion cosmopolita (Rosenkranz et al., 2010). A partir de un
detallado estudio morfométrico y genotipico sobre muestras de acaros de todo el
mundo, Anderson & Trueman (2000) describieron a V. destructor como una nueva
especie, que parasita tanto A. cerana como A. mellifera. Es asi como antes del afio
2000, la mayor parte de la literatura cientifica se refiere a V. destructor como V.
jacobsoni, aunque actualmente V. jacobsoni es una especie diferente que sélo parasita

A. cerana.

Las primeras investigaciones sobre la variabilidad fenotipica de V. destructor se
realizaron mediante analisis morfométricos y bioquimicos (Delfinado-Baker & Houck
1989; Issa, 1989; Nation et al., 1992). Posteriormente, la variabilidad genética se
estudi6 mediante marcadores moleculares como RAPD, RFLP y también mediante
secuenciacion (Kraus & Hunt, 1995; De Guzman et al., 1997; 1998; Anderson & Fuchs,
1998). Anderson & Trueman (2000) exploraron la variabilidad de V. destructor y V.
jacobsoni mediante el analisis de una secuencia corta correspondiente al gen
mitocondrial citocromo oxidasa | (cox1l) en muestras de acaros provenientes de
colmenas de A. cerana y A. mellifera de todo el mundo. Los autores detectaron 18
haplotipos mitocondriales: nueve pertenecientes a V. jacobsoni, seis de ellos
pertenecientes a V. destructor, mientras que el otros tres haplotipos permanecieron sin
clasificar. Sin embargo, sélo los haplotipos K (Corea) y J (Japon) pertenecientes a V.
destructor, colonizan con éxito A. mellifera. El haplotipo K se distribuye en todo el
mundo (Anderson, 2000; Anderson & Trueman, 2000; Solignac et al., 2005), mientras
que el haplotipo J se restringe a Japon, Tailandia y Brasil (Guzman et al., 1999;

Anderson & Trueman, 2000). Recientemente, Guerra et al. (2010) detectaron la
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presencia del haplotipo K en México, Cuba, Venezuela, Chile, Uruguay y Colombia. En
Argentina, V. destructor se detectd por primera vez en la provincia de Formosa en el
afio 1976, en la zona fronteriza con Paraguay. Las evidencias indican que el acaro fue
introducido en Paraguay cuando apicultores de este pais compraron abejas reinas de
A. mellifera provenientes de Japén (De Jong et al., 1982) y, posteriormente, se cree
que el acaro invadié el territorio argentino (Montiel & Piola, 1976). Desde entonces,
este acaro se ha diseminado a largo de Argentina produciendo un impacto negativo en

la industria apicola (Eguaras & Ruffinengo, 2006).

Hasta el momento, solo el haplotipo K ha sido reportado en Argentina, segiin muestras
analizadas provenientes de Buenos Aires (Anderson & Trueman 2000), Entre Rios,
Corrientes, Rio Negro, Santa Cruz y Neuquén (Maggi et al., 2012). Sin embargo, el
estudio de los &caros de otras regiones de Argentina podria revelar tanto la presencia
del haplotipo J, especialmente en regiones cercanas a Brasil (De Jong & Goncalves,
1981; De Guzman et al., 1997) como la variabilidad dentro del ya detectado haplotipo

K.

OBJETIVO

e Caracterizar a nivel molecular poblaciones de Varroa destructor presente en
apiarios de la provincia de Santa Fe mediante el estudio de una regién del ADN

mitocondrial.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del material

El material analizado corresponde a &caros provenientes de ocho apiarios de la
provincia de Santa Fe, establecidos en cuatro eco-regiones diferentes: norte, sur,
centro y costa. En cada region se seleccionaron dos apiarios que presentaban valores

contrastantes en los niveles de infestacién con V. destructor (alta prevalencia y baja
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prevalencia), de acuerdo con el monitoreo provincial llevado a cabo en 2013. Se
analizaron muestras individuales de acaros procedentes de cada combinacion (zona x
prevalencia) por duplicado. El trabajo fue realizado en el Laboratorio de Genética de
Insectos de Importancia Econémica en el Instituto de Genética "Ewald Favret" (CNIA -

INTA Castelar) con la colaboracion de la Dra. Alejandra Scannapieco.

Procesamiento del material

Para la obtencién del ADN se homogenizaron los &caros individuales previamente
conservados en etanol 70% a -20°C. Se sigui6 el protocolo de extraccion de ADN
segun Baruffi (2005) con modificaciones realizadas en el Laboratorio de Genética de
Insectos de Importancia Econdmica (INTA, Castelar). Al finalizar la extraccién, se
midié la concentracion y pureza de las muestras de ADN mediante el uso de un
espectrofotdbmetro para cuantificacion de micro-volumenes de muestra (ND1000). Una
vez garantizada la calidad del ADN extraido, se procedié a su amplificacién especifica
mediante PCR (1 ul de ADN, 20 ul de volumen final por reaccién) usando cebadores
especificos para el gen mitocondrial citocromo oxidasa | (coxl) segun Navajas et al.
(2010). El tamafio esperado del fragmento a amplificar es de 1166 pares de bases
(pb). Las condiciones de ciclado se muestran en la Figura 8.1. Una vez finalizada la
amplificacién, se sembraron los productos de PCR (5 pl) en gel de agarosa (0,8%) y se
realizo la electroforesis a 35mA durante 45 minutos. Se visualizaron las bandas
mediante el uso de un foto-documentador UV. Posteriormente, se utiliz6 el método de
elucién en gel de agarosa para la purificacién de los productos de PCR. Se sembraron
los productos purificados para la visualizacion de bandas y se midio la concentracion y
pureza mediante ND 1000. Los productos purificados fueron procesados en el servicio
de secuenciacion de ADN de la Unidad de Genomica del Instituto de Biotecnologia,

CICVyA - CNIA - INTA Castelar.
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Figura 8.1 Condiciones de ciclado para amplificacién de gen mitocondrial cox | de

poblaciones de Varroa destructor provenientes de la provincia de Santa Fe.

Andlisis de secuencias

Luego de la obtencion de las secuencias de cada uno de los individuos analizados (en
total 16 muestras correspondientes a ocho individuos), se realizé el alineamiento de
las mismas con las secuencias publicadas en GeneBank para los haplotipos Ky J
(Anderson & Trueman, 2000; Solignac et al., 2005) usando los programas BioEdit 7.2 y
Pregap4 v 1.5 (Staden Package 1.6). El fragmento estudiado por Anderson & Trueman
(2000) tiene una longitud de 458 pares de bases (haplotipos K y J: Genbank AN
AF106899.1; AN AF106897.1) mientras que el descripto por Solignac et al. (2005) es
de 824 pb (haplotipo J; Genbank AN AJ784872.1). Se realizé la asignacion del

haplotipo a cada muestra y la identificacion de posibles sitios polimérficos.

RESULTADOS

Se obtuvieron secuencias nucleotidicas de buena calidad de las 16 muestras
analizadas correspondientes a los ocho apiarios de la provincia de Santa Fe, siendo

posible contar con secuencias de 850 bases (Figura 8.2).
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Figura 8.2. Cromatogramas obtenidos como resultado de la secuenciacion
correspondiente a las ocho muestras analizadas. Se muestra la regién entre 300-310
pb.

El alineamiento de las mismas evidencia una identidad del 100%, sin sitios variables
(Figura 8.3). El andlisis conjunto de las secuencias obtenidas y las secuencias

previamente publicadas se muestra en la Figura 8.4.

CTGGTTCTTTTATTGGAGATGATCAGATIT TATAATACTATIGT TACTTITCTCATGCTTTT
(=

Norte AP

CTGGTTCTTTTATTGGAGATGATCAGATIT TATAATACTATIGT TITACTTITCTCATGCTITTT
(=]

Centro BP

CTGGTTCTTTTATTGGAGATGATCAGATIT TATAATACTATIGT TACTTITCTCATGCTITTT
(=]

Centro AP
CTGGTTCTTTTITATTIGGAGATGATCAGATITITATAATACTATIGTTIACTICTCATGCTITITT
(=]

Sur BP
CTGGTTCTTTTATTIGGAGATGATCAGATITITATAATACTATIGTTIACTICTCATGCTITITTT
(=]

Sur AP
CTGGTTCTTTTITATTIGGAGATGATCAGATITITATAATACTATIGTTIACTICTCATGCTITITTT
(=]

Costa BP

CTGGTTCTTTTITATTGGAGATGATCAGATITITTATAATACTATIGT TACTICTCATGCTITTT
S

Costa AP

CTGGTTCTTTTATTGGAGATGATCAGATTITATAATACTATIGT TACTICTCATGCTTTT
S
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70 80 90 100 110 120

Norte BP

TAATAATTTTTTTTATAGT TATACCTGCTATAATTGGAGGTTTTGGTAATTGGTTAGTT
C

Norte AP

TAATAATTTTTTTTATAGT TATACCTGCTATAATTGGAGGTTTTGGTAATTGGTTAGTT
C

Centro BP
TAATAATTTTTTTTATAGTTATACCTGCTATAATTGGAGGTTTTGGTAATTGGTTAGTT
C

Centro AP
TAATAATTTTTTTTATAGTTATACCTGCTATAATTGGAGGTTTTGGTAATTGGTTAGTT
(@4

Sur BP
TAATAATTTTTTTTATAGTTATACCTGCTATAATTGGAGGTTTTGGTAATTGGTTAGTT
C

Sur AP
TAATAATTTTTTTTATAGTTATACCTGCTATAATTGGAGGTTTTGGTAATTIGGTTAGTT
C

Costa BP
TAATAATTTTTTTTATAGTTATACCTGCTATAATTGGAGGTTTTGGTAATTGGTTAGTT
(@4

Costa AP
TAATAATTTTTTTTATAGTTATACCTGCTATAATTGGAGGTTTTGGTAATTGGTTAGTT
(@4

130 140 150 160 170 180

Norte BP
CTTTAATAATTTCTGCACCAGATATAGCTTTTCCACGTTTAAATAATATAAGTTTTTGA
T

Norte AP
CTTTAATAATTTCTGCACCAGATATAGCTTTTCCACGTTTAAATAATATAAGTTTTTGA
T

Centro BP
CTTTAATAATTTCTGCACCAGATATAGCTTTTCCACGTTTAAATAATATAAGTTTTTGA
T

Centro AP
CTTTAATAATTTCTGCACCAGATATAGCTTTTCCACGTTTAAATAATATAAGTTTTTGA
T

Sur BP
CTTTAATAATTTCTGCACCAGATATAGCTTTTCCACGTTTAAATAATATAAGTTTTTGA
T

Sur AP
CTTTAATAATTTCTGCACCAGATATAGCTTTTCCACGTTTAAATAATATAAGTTTTTGA
T

Costa BP
CTTTAATAATTTCTGCACCAGATATAGCTTTTCCACGTTTAAATAATATAAGTTTTTGA
T

Costa AP
CTTTAATAATTTCTGCACCAGATATAGCTTTTCCACGTTTAAATAATATAAGTTTTTGA
T
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190 200 210 220 230 240

Norte BP

TATTAGTACCTTCTCTTAGTTTATTAATTT
A
Norte AP

TCTTCT

TATTGAAAGTGGAGTAGGT

TATTAGTACCTTCTCTTAGTTTATTAAT
A
Centro BP

TCTTCT

TATTGAAAGTGGAGTAGGT

TATTAGTACCTTCTCTTAGTTTATTAATTT
A
Centro AP

TCTTCT

TATTGAAAGTGGAGTAGGT

TATTAGTACCTTCTCTTAGTTTATTAATTT
A
Sur BP

TCTTCT

TATTGAAAGTGGAGTAGGT

TATTAGTACCTTCTCTTAGTTTATTAATTT
A
Sur AP

TCTTCT

TATTGAAAGTGGAGTAGGT

TATTAGTACCTTCTCTTAGTTTATTAAT
A
Costa BP

TCTTCT

TATTGAAAGTGGAGTAGGT

TATTAGTACCTTCTCTTAGTTTATTAAT
A
Costa AP

TCTTCT

TATTGAAAGTGGAGTAGGT

TATTAGTACCTTCTCTTAGTTTATTAATTT
A

TCTTCT

TATTGAAAGTGGAGTAGGT

310 320 330 340 350 360

Norte BP

T
Norte AP
ATTTAGGAAT
-

Centro BP
ATTTAGGAAT
T

Centro AP
ATTTAGGAAT
—

Sur BP
ATTTAGGAAT
T

Sur AP
ATTTAGGAAT
T

Costa BP
ATTTAGGAAT
T

Costa AP
ATTTAGGAAT
T

TAAGTTTGCAT

TAAGTTTGCAT

TAAGTTTGCAT

TAAGTTTGCAT

TAAGTTTGCAT

ATTTAGGAATTTTAAGTTTGCATTTAGCTGGAATCTCCTCTATTATAAGATCTATTAAT

TAGCTGGAATCTCCTCTATTATAAGATCTATTAAT

TAAGTTTGCATTTAGCTGGAATCTCCTCTATTATAAGATCTATTAAT

TAGCTGGAATCTCCTCTATTATAAGATCTATTAAT

TAGCTGGAATCTCCTCTATTATAAGATCTATTAAT

TAGCTGGAATCTCCTCTATTATAAGATCTATTAAT

TAGCTGGAATCTCCTCTATTATAAGATCTATTAAT

TAAGTTTGCATTTAGCTGGAATCTCCTCTATTATAAGATCTATTAAT

167




370 380 390 400 410 420

AP N PRV R R PRV PR (R PRV PR D Iy
Norte BP
TTATTGCTACTATTTTAAATATACGTGTAAAGGGGATAAATCTTGAAATAATGCCTTT
AT
Norte AP
TTATTGCTACTATTTTAAATATACGTGTAAAGGGGATAAATCTTGAAATAATGCCTTT
AT
Centro BP
TTATTGCTACTATTTTAAATATACGTGTAAAGGGGATAAATCTTGAAATAATGCCTTT
AT
Centro AP
TTATTGCTACTATTTTAAATATACGTGTAAAGGGGATAAATCTTGAAATAATGCCTTT
AT
Sur BP
TTATTGCTACTATTTTAAATATACGTGTAAAGGGGATAAATCTTGAAATAATGCCTTT
AT
Sur AP
TTATTGCTACTATTTTAAATATACGTGTAAAGGGGATAAATCTTGAAATAATGCCTTT
AT
Costa BP
TTATTGCTACTATTTTAAATATACGTGTAAAGGGGATAAATCTTGAAATAATGCCTTT
AT
Costa AP
TTATTGCTACTATTTTAAATATACGTGTAAAGGGGATAAATCTTGAAATAATGCCTTT
AT

430 440 450 460 470 480

Norte BP
TTGTATGGTCTGTTTTTATTACTACTATTTTATTATTATTATCTTTGCCTGTTTTAGCTG
Norte AP
TTGTATGGTCTGTTTTTATTACTACTATTTTATTATTATTATCTTTGCCTGTTTTAGCTG
Centro BP
TTGTATGGTCTGTTTTTATTACTACTATTTTATTATTATTATCTTTGCCTGTTTTAGCTG
Centro AP
TTGTATGGTCTGTTTTTATTACTACTATTTTATTATTATTATCTTTGCCTGTTTTAGCTG
Sur BP
TTGTATGGTCTGTTTTTATTACTACTATTTTATTATTATTATCTTTGCCTGTTTTAGCTG
Sur AP
TTGTATGGTCTGTTTTTATTACTACTATTTTATTATTATTATCTTTGCCTGTTTTAGCTG
Costa BP
TTGTATGGTCTGTTTTTATTACTACTATTTTATTATTATTATCTTTGCCTGTTTTAGCTG
Costa AP
TTGTATGGTCTGTTTTTATTACTACTATTTTATTATTATTATCTTTGCCTGTTTTAGCTG
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490 500 510 520 530 540

RN PN Y Y P PR R P FRUR RO P
Norte BP
GAGCTATTACAATATTGTTAACAGATCGAAATTTTAATACTACATTTTTTGATCCTAG
IAG
Norte AP
GAGCTATTACAATATTGTTAACAGATCGAAATTTTAATACTACATTTTTTGATCCTAG
IAG
Centro BP
GAGCTATTACAATATTGTTAACAGATCGAAATTTTAATACTACATTTTTTGATCCTAG
IAG
Centro AP
GAGCTATTACAATATTGTTAACAGATCGAAATTTTAATACTACATTTTTTGATCCTAG
IAG
Sur BP
GAGCTATTACAATATTGTTAACAGATCGAAATTTTAATACTACATTTTTTGATCCTAG
IAG
Sur AP
GAGCTATTACAATATTGTTAACAGATCGAAATTTTAATACTACATTTTTTGATCCTAG
IAG
Costa BP
GAGCTATTACAATATTGTTAACAGATCGAAATTTTAATACTACATTTTTTGATCCTAG
IAG
Costa AP
GAGCTATTACAATATTGTTAACAGATCGAAATTTTAATACTACATTTTTTGATCCTAG
IAG

550 560 570 580 590 600

Norte BP
GTGGTGGTGATCCTATTTTATATCAACATTTATT
TT

Norte AP
GTGGTGGTGATCCTATTTTATATCAACATTTATT
TT

Centro BP
GTGGTGGTGATCCTATTTTATATCAACATTTATT
TT

Centro AP
GTGGTGGTGATCCTATTTTATATCAACATTTATT
TT

Sur BP
GTGGTGGTGATCCTATTTTATATCAACATTTATT
TT

Sur AP
GTGGTGGTGATCCTATTTTATATCAACATTTATT
TT

Costa BP
GTGGTGGTGATCCTATTTTATATCAACATTTATT
TT

Costa AP
GTGGTGGTGATCCTATTTTATATCAACATTTATT
TT

TGAT TGGACACCCAGAAGT

TGAT

TGGACACCCAGAAGT

TGAT TGGACACCCAGAAGT

TGAT

TGGACACCCAGAAGT

TGAT TGGACACCCAGAAGT

TGAT

TGGACACCCAGAAGT

TGAT TGGACACCCAGAAGT

TGAT TGGACACCCAGAAGT
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610 620 630 640 650 660

Norte BP
ATATTTTAATTTTGCCTGGTTTTGGTATTATTTCTCATGTAATTTGTATACAAAGAGGG
A

Norte AP
ATATTTTAATTTTGCCTGGTTTTGGTATTATTTCTCATGTAATTTGTATACAAAGAGGG
A

Centro BP
ATATTTTAATTTTGCCTGGTTTTGGTATTATTTCTCATGTAATTTGTATACAAAGAGGG
A

Centro AP
ATATTTTAATTTTGCCTGGTTTTGGTATTATTTCTCATGTAATTTGTATACAAAGAGGG
A

Sur BP
ATATTTTAATTTTGCCTGGTTTTGGTATTATTTCTCATGTAATTTGTATACAAAGAGGG
A

Sur AP
ATATTTTAATTTTGCCTGGTTTTGGTATTATTTCTCATGTAATTTGTATACAAAGAGGG
A

Costa BP
ATATTTTAATTTTGCCTGGTTTTGGTATTATTTCTCATGTAATTTGTATACAAAGAGGG
A

Costa AP
ATATTTTAATTTTGCCTGGTTTTGGTATTATTTCTCATGTAATTTGTATACAAAGAGGG
A

Norte BP
AGAAGCAGCCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTTT
AG

Norte AP
IAGAAGCAGCCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTTT
AG

Centro BP
AGAAGCAGCCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTTT
IAG

Centro AP
AGAAGCAGCCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTTT
AG

Sur BP
AGAAGCAGCCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTTT
AG

Sur AP
AGAAGCAGCCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTTT
IAG

Costa BP
AGAAGCAGCCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTTT
AG

Costa AP
AGAAGCAGCCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTTT
AG
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Norte BP
GTTTTATTGTATGGGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATTGATACTCGAGC
AT

Norte AP
GTTTTATTGTATGGGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATTGATACTCGAGC
AT

Centro BP
GTTTTATTGTATGGGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATTGATACTCGAGC
AT

Centro AP
GTTTTATTGTATGGGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATTGATACTCGAGC
AT

Sur BP
GTTTTATTGTATGGGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATTGATACTCGAGC
AT

Sur AP
GTTTTATTGTATGGGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATTGATACTCGAGC
AT

Costa BP
GTTTTATTGTATGGGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATTGATACTCGAGC
AT

Costa AP
GTTTTATTGTATGGGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATTGATACTCGAGC
AT

ATTTTACTGCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTACTGGTATTAAAATTTTTTCTTGA
T

Norte AP
ATTTTACTGCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTACTGGTATTAAAATTTTTTCTTGA
o

Centro BP
ATTTTACTGCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTACTGGTATTAAAATTTTTTCTTGA
T

Centro AP
ATTTTACTGCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTACTGGTATTAAAATTTTTTCTTGA
T

Sur BP
ATTTTACTGCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTACTGGTATTAAAATTTTTTCTTGA
—

Sur AP
ATTTTACTGCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTACTGGTATTAAAATTTTTTCTTGA
T

Costa BP
ATTTTACTGCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTACTGGTATTAAAATTTTTTCTTGA
T

Costa AP
ATTTTACTGCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTACTGGTATTAAAATTTTTTCTTGA
T
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e
Norte BP TAGCAAC

Norte AP TAGCAAC
Centro BP TAGCAAC
Centro AP TAGCAAC
Sur BP  TAGCAAC

Sur AP TAGCAAC

Costa BP TAGCAAC
Costa AP TAGCAAC

Figura 8.3. Alineamiento de secuencias nucleotidicas correspondientes a muestras de
las cuatro zonas analizadas: norte, centro, sur y costa. BP: muestras provenientes de
apiarios con baja prevalencia de V. destructor; AP: muestras provenientes de apiarios

con alta prevalencia de V. destructor (Bioedit-Sequence Alignment Editor).

Se puede observar que todas las muestras analizadas (secuencia consenso)
corresponden al haplotipo K. La region caracterizada evidencia cuatro sitios variables

entre los haplotipos Ky J (Figura 8.4).
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140 150 160 170 180 190

Hapl J (Solignac et al)

ATTTCTGCACCAGATATAGCTTTTCCACGTTTAAATAATATAAGTTTCTGATTATTAGTA

Hapl J (Anderson & Trueman)

Hapl K (Anderson & Trueman)

Santa Fe

ATTTCTGCACCAGATATAGCTTTTCCACGTTTAAATAATATAAGTTTTTGATTATTAGTA

200 210 220 230 240 250

Hapl J (Solignac et al)

CCTTCTCTTAGTTTATTAATTTTTTCTTCTTTTATTGAAAGTGGAGTAGGTACAGGTTGA

Hapl J (Anderson & Trueman)

Hapl K (Anderson & Trueman)

Santa Fe

CCTTCTCTTAGTTTATTAATTTTTTCTTCTTTTATTGAAAGTGGAGTAGGTACAGGTTGA

260 270 280 290 300 310

Hapl J (Solignac et al)

ACGGTTTATCCTCCTTTATCAGGAAATTTATTTCATAGAGGTGTAGCAGTTGATTTAGGA

Hapl J (Anderson & Trueman)

Hapl K (Anderson & Trueman)

Santa Fe

ACGGTTTATCCTCCTTTATCAGGAAATTTATTTCATAGAGGTGTAGCAGTTGATTTAGGA

320 330 340 350 360 370

Hapl J (Solignac et al)

ATTTTAAGTTTGCATTTAGCTGGAATCTCCTCTATTATAAGATCTATTAATTTTATTGCT

Hapl J (Anderson & Trueman)

Hapl K (Anderson & Trueman)

Santa Fe

ATTTTAAGTTTGCATTTAGCTGGAATCTCCTCTATTATAAGATCTATTAATTTTATTGCT

b)

Hapl J (Solignac et al)

ACTATTTTAAATATACGTGTAAAGGGGATAAATCTTGAAATAATGCCTTTATTTGTATGG

Hapl J (Anderson & Trueman)

Hapl K (Anderson & Trueman)

Santa Fe

ACTATTTTAAATATACGTGTAAAGGGGATAAATCTTGAAATAATGCCTTTATTTGTATGG

Hapl J (Solignac et al)

TCTGTTTTTATTACTACTATTTTATTATTATTATCTTTGCCTGTTTTAGCTGGGGCTATT

Hapl J (Anderson & Trueman)

Hapl K (Anderson & Trueman)

Santa Fe

TCTGTTTTTATTACTACTATTTTATTATTATTATCTTTGCCTGTTTTAGCTGGAGCTATT

500 510 520 530 540 550

Hapl J (Solignac et al)

ACAATATTGTTAACAGATCGAAATTTTAATACTACATTTTTTGATCCTAGAGGAGGTGGT

Hapl J (Anderson & Trueman)

Hapl K (Anderson & Trueman)

Santa Fe

ACAATATTGTTAACAGATCGAAATTTTAATACTACATTTTTTGATCCTAGAGGTGGTGGT

560 570 580 590 600 610

Hapl J (Solignac et al)

GATCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGACACCCAGAAGTTTATATTTTA

Hapl J (Anderson & Trugman) — ---s--eseemeeeeeas

ATTTATTTTGATTTTTTGGACACCCAGAAGTTTATATTTTA

Hapl K (Anderson & Trueman)

ATTTATTTTGATTTTTTGGACACCCAGAAGTTTATATTTTA

Santa Fe

GATCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGACACCCAGAAGTTTATATTTTA
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620 630 640 650 660 670

Hapl J (Solignac et al)

ATTTTGCCTGGTTTTGGTATTATTTCTCATGTAATTTGTATACAAAGAGGGAAGAAGCAG

Hapl J (Anderson & Trueman)

ATTTTGCCTGGTTTTGGTATTATTTCTCATGTAATTTGTATACAAAGAGGGAAGAAGCAG

Hapl K (Anderson & Trueman)

ATTTTGCCTGGTTTTGGTATTATTTCTCATGTAATTTGTATACAAAGAGGGAAGAAGCAG

Santa Fe

ATTTTGCCTGGTTTTGGTATTATTTCTCATGTAATTTGTATACAAAGAGGGAAGAAGCAG

680 690 700 710 720 730

Hapl J (Solignac et al)

CCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTTTAGGTTTTATT

Haplotipo J (Anderson & Truema

CCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTTTAGGTTTTATT

Haplotipo K (Anderson & Truema

CCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTTTAGGTTTTATT

Santa Fe

CCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTTTAGGTTTTATT

740 750 760 770 780 790

Hapl J (Solignac et al)

GTATGAGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATTGATACTCG---------=---

Hapl J (Anderson & Trueman)

GTATGAGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATTGATACTCGAGCATATTTTACT

Hapl K (Anderson & Trueman)

GTATGGGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATTGATACTCGAGCATATTTTACT

Santa Fe

GTATGGGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATTGATACTCGAGCATATTTTACT

800 810 820 830 840 850

Hapl J (Solignac et al)

Hapl J (Anderson & Trueman)

GCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTACTGGTATTAAAATTTTTTCTTGATTAGCAACA

Hapl K (Anderson & Trueman)

GCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTACTGGTATTAAAATTTTTTCTTGATTAGCAACA

Santa Fe

GCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTACTGGTATTAAAATTTTTTCTTGATTAGCAACA

Figura 8.4 Alineamiento de la secuencia consenso obtenida a partir de muestras
individuales de V. destructor provenientes de Santa Fe y las secuencias previamente
publicadas por Solignac et al. (2005) de 824 pares de bases; y Anderson & Trueman

(2000) de 458 pares de bases. a) Secuencias desde 140-370 pb. b) 380-610 pb. c)

620-850 pb. En amarillo se resaltan los nucle6tidos variables entre haplotipos.

DISCUSION

Un punto clave con relacion al parasitismo es en qué grado las diferencias existentes
en la reproduccién y crecimiento de las poblaciones de Varroa destructor entre las
colmenas se deben a caracteristicas del hospedador o del parasito. La tolerancia a
mayores niveles de V. destructor podria reflejar el comportamiento mas benigno o
maligno de diferentes haplotipos del parasito (Garrido et al., 2003). Sin embargo, las
diferencias en los niveles de infestacién con V. destructor registrados en colmenas de
la provincia de Santa Fe parecerian no ser explicados por diferencias genéticas del
parasito. Esto concuerda con estudios publicados anteriormente que revelaron una

ausencia total de polimorfismo de ADN mitocondrial en V. destructor fuera de Asia
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(Garrido et al., 2003; Navajas et al., 2010; Gajic et al., 2013) y una distribucion

cosmopolita del haplotipo K en Argentina (Maggi et al., 2012).

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, no se detectaron sitios
polimérficos ni variantes entre las secuencias nucleotidicas analizadas de las
poblaciones de V. destructor de la provincia de Santa Fe. Las secuencias obtenidas
son concordantes en un 100% con una region del gen COX | de V. destructor
reportadas por Anderson & Truman (2000) (GenBank AN AF106899.1) para el
haplotipo coreano (K). El fragmento analizado permitié evidenciar 4 sitios polimorficos
entre los haplotipos K y J, aunque es necesario el estudio de otros marcadores para
detectar sub-tipos dentro del haplotipo K en particular para muestras de acaros de
Argentina donde prevalece este haplotipo (Maggi et al., 2012). El uso de marcadores
genéticos con una resolucion mas fina que los marcadores de ADN mitocondrial
permitird revelar mas detalles acerca de las diferencias en las poblaciones de V.

destructor (Garrido et al., 2003).

CONCLUSIONES

e Las poblaciones de Varroa destructor provenientes de distintas zonas de
la provincia de Santa Fe no presentan diferencias a nivel molecular
cuando se comparan las secuencias amplificadas para el gen
mitocondrial citocromo oxidasa | (cox1).

e Las diferencias entre altos y bajos niveles de infestacion con Varroa
destructor en las diferentes zonas de Santa Fe no se asocia con
diferencias en las secuencias nucleotidicas estudiadas en la regién

mitocondrial propuesta.
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DISCUSION GENERAL

Varroa destructor es una de las principales amenazas para las poblaciones de Apis
mellifera. Encuestas a apicultores y estudios publicados previamente sugieren que
Varroa y patdégenos asociados son responsables junto con fendmenos climéticos y
problemas nutricionales de la pérdida masiva de colmenas (vanEngelsdorp et al.,
2008; 2010; 2012a; Smith et al., 2013). Evitar que las poblaciones de A. mellifera
disminuyan es de radical importancia no solo por la miel que producen, sino también
por los otros productos que se obtienen de la colmena y particularmente por su rol
como polinizadores. Ademas, el manejo y movimiento de colmenas contribuye tanto a
la transmision intra-especifica de enfermedades como a la ocurrencia de patéogenos

emergentes en polinizadores silvestres (First et al., 2014).

Un enfoque epidemioldgico identifica factores que contribuyen a la ocurrencia de una
enfermedad, respalda y promueve alternativas para reducir la exposicién a los factores
de riesgo y busca reducir la incidencia de dicha enfermedad en una poblacion
(vanEngelsdorp et al., 2012b). Los estudios longitudinales de vigilancia epidemiolégica
son una herramienta de gran alcance para cuantificar la asociacion entre un factor de
riesgo y la probabilidad de que una enfermedad alcance cierto nivel en el futuro (Lee et
al., 2015). En este sentido, los resultados de la presente tesis aportan informacion
acerca de la dindmica de los niveles de Varroa a lo largo del tiempo, con relaciéon a la

exposicion a ciertos factores, principalmente de manejo.

A lo largo del afio, hemos observado que el nivel de parasitacion con V. destructor en
un determinado momento se encontraba asociado con la condicién de infestacién que

presentaban las colmenas en una etapa previa (Figura 1).
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Figura 1. Relacion entre los niveles de parasitacion con Varroa destructor y sus
factores de riego asociados a lo largo del ciclo productivo en colmenas de Apis
mellifera de la provincia de Santa Fe.

Cuando los niveles de parasitacion en otofio, antes de la aplicacion de un tratamiento,
no superaron el 3% de VF la probabilidad de que los niveles post-tratamiento superen
el 1% fue menor. Paralelamente, es mas probable mantener niveles de parasitacion
durante el invierno por debajo del 1% si el porcentaje de la etapa post-tratamiento no
super6 dicho umbral. Esto indicaria ademas, que la aplicacién de una buena estrategia
de control de Varroa durante el otofio es clave para prevenir pérdidas invernales. Por
altimo, si los niveles en invierno fueron bajos (no mayores al 1%), la probabilidad de
superar el 2% de VF al inicio de la temporada fue menor, lo que resulta trascendental
considerando que es el comienzo de la etapa mas favorable para el desarrollo del
parasito. Esta concatenacion entre los niveles de Varroa a lo largo del afio, se
encuentra enmarcado en el contexto del manejo que cada apicultor aplica en su
apiario. Existen ciertos factores que contribuyen a mantener niveles bajos del parésito
en las etapas claves del ciclo productivo, entre los cuales los mas importantes son la
alimentacion con carbohidratos, la suplementacion proteica, el recambio periodico de

reinas y el monitoreo de los niveles de Varroa.
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Al mismo tiempo, se evalud el rol que cumplen ciertas caracteristicas propias de
Varroa sobre los niveles de parasitacion que presentan las colmenas. La variacion en
los porcentajes de parasitacion registrados en los apiarios de Santa Fe no parece
explicarse por diferencias genéticas propias del parasito asi como tampoco por la

presencia de fendbmenos de resistencia a los principios activos utilizados en su control.

Para controlar las poblaciones de V. destructor se propone el desarrollo de un
programa de manejo integrado de plagas (MIP) que permita abordar la problematica
desde alternativas complementarias y evitar depender exclusivamente de los
tratamientos quimicos (Sammataro et al.,, 2000). Los resultados resumidos
anteriormente aportan informacion importante para disefiar estrategias de control
integral de las enfermedades de la colmena. El Bee Informed Partnership (BIP) es una
iniciativa estadounidense que propone utilizar datos epidemiol6gicos para identificar
factores de riesgo asociados con la pérdida masiva de colmenas. Dentro de este
proyecto, una de las propuestas es obtener datos sobre el diagnéstico de las
enfermedades de la colmena asociados con informacién sobre las mejores practicas

de manejo para reducir el uso de productos quimicos (vanEngelsdorp et al., 2012b).

Este trabajo ofrece una visién holistica del problema epidemiolégico registrado en los
apiarios de la provincia de Santa Fe. En el mismo, se integra el conocimiento sobre el
efecto que tienen los factores ambientales, de manejo e intrinsecos del parasito sobre
la presencia de Varroosis en colmenas productoras de miel. Ademds, se indaga
acerca de la relacion que existe entre estos factores y la distribucion espacial de la

parasitosis.

Es imprescindible completar y profundizar el conocimiento cientifico con relacién al
impacto que el manejo de las colmenas junto con factores ambientales tienen sobre la

dinamica de las principales enfermedades de Apis mellifera (Smith et al., 2013).
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CONCLUSIONES GENERALES

La correlacion observada entre el porcentaje de infestacibn con Varroa
destructor en cria y el porcentaje de infestacion en abejas adultas (forética)
permite utilizar este Ultimo como estimador de la situacion sanitaria de las
colmenas.

El manejo nutricional de las colmenas es un factor clave para mantener niveles
de infestacion con V. destructor por debajo del umbral de dafio durante el otofio
y el invierno.

La calidad y la edad de la reina regulada por el manejo a través del recambio
de reinas determina el desempefio general de las colmenas e influye
particularmente sobre la prevalencia de colmenas con altos porcentajes de V.
destructor durante todo el afio y la mortalidad de colmenas en invierno.

El manejo nutricional y el recambio de reinas tienden a disminuir el porcentaje
de infestacion con V. destructor al inicio de temporada, ayudando a mantener
los niveles poblacionales por debajo del umbral en diferentes momentos clave
del afio. La distribucién espacial de Varroa destructor no es uniforme a lo largo
de la region de estudio. Las agrupaciones de colmenas identificadas estan mas
asociadas con ciertas practicas de manejo que con caracteristicas ambientales
propias de la zona geogréafica.

Las poblaciones de Varroa destructor de la provincia de Santa Fe mantienen un
grado alto de susceptibilidad a las moléculas acaricidas evaluadas. No
obstante, se sugiere continuar monitoreando las colmenas con el objetivo de
detectar potenciales focos de resistencia.

Las poblaciones de Varroa destructor provenientes de distintas zonas de la
provincia de Santa Fe no presentan diferencias a nivel molecular cuando se
comparan las secuencias amplificadas para el gen mitocondrial citocromo

oxidasa | (cox1).

181



PERSPECTIVAS FUTURAS

Los resultados obtenidos permitieron describir la asociacion entre algunos
factores de riesgo y la prevalencia de colmenas con altos porcentajes de
infestacién con Varroa destructor. Desde un enfoque epidemioldgico, el paso
siguiente consiste en evaluar en forma experimental el efecto que cada una de
esas practicas tiene sobre los porcentajes de infestacion. Es necesario
profundizar en los mecanismos a traves de los cuales, el manejo nutricional y el
recambio de reinas contribuyen a mantener cargas parasitarias por debajo de
los umbrales establecidos. Ademas, seria interesante desde la perspectiva del
MIP, integrar el recambio de reinas con programas de seleccién de ecotipos de
abejas con caracteristicas de tolerancia a V. destructor.

Es importante estudiar si la asociacion de los factores de manejo con los
porcentajes de parasitacion con V. destructor identificados en este estudio
también ocurre en zonas geograficas mas contrastantes, incluyendo regiones
sub-tropicales del norte de Argentina. Al mismo tiempo, es necesario incluir en
la determinacién de la condicion sanitaria de las colmenas otras enfermedades
que posiblemente estén interactuando con Varroosis, como Nosemosis y la
presencia de virus.

Los analisis para la identificacion de poblaciones resistentes a los acaricidas
son una herramienta fundamental dentro de un sistema de vigilancia
epidemioldgica. En el marco de estos programas de vigilancia, es necesario
contar con informacién sobre la eficacia de los tratamientos aplicados y evaluar
el grado de resistencia de las poblaciones donde se detectan fallas en el
control de la Varroosis.

Dado que la secuenciacion de la region genética analizada no presenta
variabilidad, es necesario explorar e identificar nuevos marcadores moleculares
que evidencien polimorfismos y permitan asociar las poblaciones de V.

destructor con su grado de virulencia.
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CCA: cuadros cubiertos con abejas

CCC: cuadros cubiertos con cria de abejas
CCM: cuadros cubiertos con miel
CCP: cuadros cubiertos con polen

Colmena: es la suma del material inerte (camara de cria) mas el material vivo

(abejas), mas las alzas melarias.

Colonia: es el conjunto de material vivo (obreras, zanganos, cria y reina fecundada)

gue componen una colmena o nucleo.
Deriva: cuando abejas adultas retornan a la colmena equivocada.

Desinfeccion: es la reduccibn mediante agentes quimicos métodos fisicos
adecuados del numero de microorganismos presentes en el material inerte (camara de
cria y alzas melarias) o en instalaciones, maquinarias y utensilios de uso comun en

apicultura.
MIP: Manejo integrado de plagas

Nucleo: contiene material vivo y material inerte, su origen es la multiplicacion de una

colmena propia o producto de la compra a terceros.

Periodo de carencia: es el tiempo que debe transcurrir entre la Gltima aplicacién de
un tratamiento acaricida en las colmenas y la colocacién de alzas melarias para

recoleccién y cosecha de miel.

RAPDS: Random Amplification of Polymorphic DNA(Amplificacion aleatoria de ADN

polimérfico)

Recambio de reina: es el reemplazo de la reina de una colmena por una nueva,es
fundamental para aumentar laproductividad y disminuir la mortandad de colmenas. En
esta tesis nos referimos siempre al recambio realizado por el apicultor de manera

deliberada siguiendo la metodologia recomendada.

RFLP: Restriction fragment length polymorphism (Polimorfismos de longitud de

fragmentos de restriccion)

Robbing o pillaje: comportamiento de la colonia de abejas que consiste en el robo de
miel de una colmena fuerte a un débil lo cual es muy frecuente cuando los recursos

alimenticios se vuelven escasos.
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Trashumancia: movimiento de colmenas de una localizacion geogréfica a otra,
normalmente los apicultores que movilizan sus colmenas lo hacen seglun la

disponibilidad de floracion de interés apicola.
VC: Varroa en cria

VF: Varroa Forética o en abejas adultas
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Anexo 1. Encuesta sobre Curvas de Floracién a Técnicos asesores de Cambio
Rural

Nombre:
Departamento:
Apiarios asesorados (incluyendo n° de colmenas):

1. Marcar con una X en cada mes, el nivel (de 1 a 10) de flujo de néctar
correspondiente a la region donde desempefia su trabajo.

Escala | ENE | FEB | MAR | ABR | MAY | JUN | JUL | AGO | SEP | OCT | NOV | DIC
de
Flujo

P OIONOO|OTAWIN(F

2. Marcar con una X en cada mes, el nivel (de 1 a 10) de flujo de polen
correspondiente a la region donde desempefia su trabajo.

Escala | ENE | FEB | MAR | ABR | MAY | JUN | JUL | AGO | SEP | OCT | NOV | DIC
de
Flujo

P OO NOO|OIAWIN|F

3. ¢A partir de qué mes (de ser posible especificar con mas detalle)
considera Ud. que comienza el desarrollo del nido de cria en la zona
donde desempefia su trabajo?
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¢En qué periodo (quincena y mes) identifica Ud. Un mayor ingreso
de néctar en la zona donde desempefia su trabajo?

¢En qué periodo (quincena y mes) finaliza la cosecha de miel en la
zona donde desempeiia su trabajo?

¢ En qué periodo (quincena y mes) comienzan los tratamientos post-
cosecha acaricidas en la zona donde desempefia su trabajo?

¢, Realiza normalmente tratamientos contra Varroa durante la época
Invernal?Si es asi, ¢En qué periodo (quincena y mes) lo aplica y que
producto utiliza?
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Anexo2. Encuesta Pre-tratamiento a productores apicolas participantes del
monitoreo de colmenas en provincia de Santa Fe (2013).

Fecha: Nombre del Apiario: NUumero de
colmenas:

RENAPA: Ubicacién geografica
(georreferenciada):

Antigiedad en la Actividad (afios): Tipo de actividad:

Primaria/Secundaria
1- ¢Utiliza algun suplemento de polen?

Sl No:

En caso afirmativo ¢ Cudl utiliza?

a- Polen Natural b-Torta de polen  c-Polivitaminicos

¢En qué estacion del afio lo realiza?

a- Otofio b-Primavera

Lo realiza:

a- En general todos los afios b-En Condiciones particulares

Observaciones:

2- ¢Alimenta las colmenas con jarabe de azucar o algun otro de
suplementoenergético?

Si: No:
En caso afirmativo, especificar ¢qué alimento utiliza?
a-Jarabe de azucar b-Jarabe de maiz de alta fructosa
c- miel
¢En qué estacion del afio lo aplica?
a- Otofio b-Invierno c-Primavera
Lo realiza:
a-En general todos los afios b-En condiciones

particulares
Observaciones:

3- ¢(Realizarecambio de reinas?

Si: No:
En caso afirmativo, ¢ Cada cuantos afos?
a- Todos los afos b-Cada dos afios c¢c-Mas de dos afios
¢, Qué porcentaje de colmenas por temporada?
a- Menos del 50% b-50 % c-Mas del 50%
4- ;Realiza Nucleos?
Si: No:

¢ Sobre qué porcentaje del apiario?
Observaciones:
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5- ¢Realizarecambio anual de cuadros?
a- Menos de 3 c. /colmena b- 3 c. /colmena c- mas de 3 c./colmena

d-No realiza
6- ¢Desinfecta el material inerte cuando vuelve del apiario?
Si: No:
En caso afirmativo, desinfecta:
a- Todo el material b- Solo las camaras c-Camaras y
cuadros
7- ¢Practica trashumancia?
Si: No:

En el caso afirmativo: ¢Hacia dénde y cudl es el mes de salida de
las colmenas?

¢, Cual es el mes de regreso de las colmenas?
¢, Qué porcentaje del apiario traslada?
Observaciones:

8- ¢Aplica tratamientos para Varroosisen el otofio, posterior a la
cosechade miel?

Si: No:
¢, Cuantos?
a- Uno b-Dos c-Mas de dos

9- ¢Realiza muestreos pre-tratamiento y Post-tratamiento?
a- Solo Pre-tratamiento  b-Solo Post-tratamiento  c-Ambos d-Ninguno

10-¢,Qué productos acaricidas utilizé en los ultimos 4 afios?
Producto/Afio | 2010 2011 2012 2013
Amitraz
Coumaphos
Flumetrina
Fluvalinato
Timol
Observaciones:

11-¢Aplico tratamiento acaricida a la salida de la Invernada 20127
Si: No:
¢,Qué producto utiliz6?
a-Oxalicob-Amitrazc-Timol d-Flumetrina e-Fluvalinto f-
Coumaphos
¢ Cuéndo fue realizada la aplicacion? (colocar fecha)
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Observaciones:

12-¢ Realiz6 tratamientos contra Nosema?

Si: No:

En caso afirmativo, ¢realizé un muestreo previo?

Si: No:

¢, Qué niveles de esporas de Nosema habia previo al tratamiento?

a- Menos de 350.000 b-Entre 350.000 y 1 millon c-Mas
de 1 millon

¢ Cuéndo fue realizada la aplicacion? (colocar fecha)
Observaciones:

13-Mortalidad invernal de colmenas ( porcentaje) durante los ultimos
tres afos:
2010:
2011:
2012:

14-¢Cual fue la produccion promedio de miel/colmena de los dltimos 3
anos?
2009-2010: 2010-2011: 2011-2012:

Observaciones:
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Anexo3. Encuesta Post-tratamiento a productores apicolas participantes del
monitoreo de colmenas en provincia de Santa Fe (2013).

Fecha:
Identificacion del apiario:
Técnico:

1- ¢Qué producto acaricida aplicé?

2- ¢ Cuando realizo la aplicacién?

Anexo 4. Encuesta de Invierno a productores apicolas participantes del
monitoreo de colmenas en provincia de Santa Fe (2013).

Fecha:
Identificacion del apiario:
Técnico:

1- ¢Qué tipo de alimentacién se utilizd en las colmenas durante esta
temporada?

a- Jarabe de azucar b-Jarabe de maiz de alta fructosa
c-Otros

Observaciones:

2- ¢ Qué produccion promedio de miel (en kilos por colmena) se registré en
la temporada 20137
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Anexo5. Encuesta de Inicio de temporada a productores apicolas participantes

del monitoreo de colmenas en provincia de Santa Fe (2013).

Fecha:

Identificacion del apiario:

Técnico:

1-

3-

4-

¢Realizé algun tratamiento acaricida al finalizar el invierno?
Si: No:

En caso afirmativo ¢ Cual utilizo?

¢En qué fechalo aplic6?

¢ Registré mortandad de colmenas?

Si: No:

En caso afirmativo, especificar ¢qué porcentaje del apiario?

¢, Como se realiza la desinfeccion del material que sera

almacenado?

¢Existen apiarios cercanos?

Si: No:

¢, Cuantos?

¢A qué distancia se encuentran cada uno de ellos?

Sobre estos apiarios: ¢(Qué cantidad de colmenas hay por apiario?

Observaciones:
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