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INTRODUCCION

Integracion y organizacion de las colonias de abejas meliferas

Las abejas meliferas (Apis mellifera) son insectos eusociales ya que reGnen las tres
caracteristicas que distinguen a las sociedades verdaderas: division de la tarea reproductiva con
presencia de castas estériles, cuidado cooperativo de la cria y superposicion dentro de una colonia de,
al menos, dos generaciones adultas (Michener, 1974; Seeley, 1995).

La seleccion natural, actuando principalmente a nivel de la colonia, ha moldeado un sistema de
organizacion complejo que integra la actividad de miles de individuos. Las interacciones sociales en
las colonias han permitido a las abejas meliferas la evolucion de una historia de vida compleja con la
cual pueden sobrevivir en ambientes tropicales y templados. Para que ésta pueda ser entendida se
deben considerar conjuntamente la arquitectura del nido y la biologia y funciones de sus habitantes
(Michener, 1974; Winston, 1987; Holldobler & Wilson, 1990; Seeley, 1995).

A nivel individual, las abejas meliferas poseen tres tipos de miembros en la colonia: la reina, las
obreras y los zanganos, cada uno con sus propias especializaciones y ocupan un determinado lugar
en la sociedad (Michener, 1974; Winston, 1987). En condiciones normales, las colonias de abejas
poseen so6lo una reina, que se encarga de la reproduccion y controla muchas actividades de la colonia
a través de la produccion de feromonas, que inciden fuertemente en el comportamiento y fisiologia
de las obreras. Los otros miembros sexuales de ésta sociedad, los zanganos, son atendidos y
alimentados por las obreras, y cumplen solamente la funcién de fecundar a la reina para luego morir.
Las obreras son los integrantes mas numerosos de las colonias (en torno a 60000 en el pico de
desarrollo de la colonia) y son las encargadas de realizar la gran mayoria de las tareas, incluyendo el
cuidado de la cria y de la reina, construccion de panales, defensa del nido, colecta de alimentos,
termorregulacion y limpieza del nido (Michener, 1974; Winston, 1987). Las obreras presentan una
division del trabajo organizandose en castas etologicas en las cuales las abejas mas jovenes realizan
actividades dentro del nido mientras que las mas viejas se encargan de las actividades externas. La
estructura de estas castas es muy flexible ya que las abejas pueden cambiar rapidamente de
actividades, e incluso revertir la secuencia temporal, en respuesta a cambios en las necesidades de la
colonia (Winston, 1987; Seeley, 1995).

En condiciones naturales, las abejas meliferas construyen su nido generalmente dentro de
cavidades de arboles o en grietas de las rocas, dejando una pequefia entrada la cual es defendida
facilmente. Los panales que forman el nido estdn construidos de cera proveniente de glandulas
especiales que poseen las obreras en su abdomen. Los panales estan formados por celdas

hexagonales en las cuales se desarrollan las abejas subadultas, y se almacenan néctar, miel y polen



(Michener, 1974; Winston, 1987).

La amenaza de los parasitos y patégenos

Vivir en sociedades tiene muchas ventajas en comparacion con un estilo de vida solitario, ya que
la cooperacion puede aumentar la eficiencia del cuidado de la cria, el forrajeo, o la defensa contra los
distintos predadores (Cremer et al., 2007). Sin embargo, vivir en grupos sociales también conlleva
inconvenientes tales como el contagio de variadas enfermedades infecciosas y parasitos, los cuales
pueden potencialmente expandirse mas facilmente entre miembros de un grupo cuando lo
comparamos con individuos de vida solitaria. Esto se debe a que existe una mayor posibilidad de
transmision cuando los individuos se hallan en altas densidades y tienen un contacto social frecuente.
En los insectos sociales, los miembros de un mismo grupo estan fuertemente emparentados y por lo
tanto son susceptibles a las mismas infecciones parasitarias. Debido a estas caracteristicas ofrecen
condiciones propicias para la propagacion de parasitos y patégenos por lo que debieron desarrollar
varios mecanismos de defensa para contrarrestar esta amenaza (Cremer et al., 2007).

A lo largo de la evolucion de las abejas meliferas han surgido novedosas adaptaciones
fisiologicas, comportamentales y de organizacion de la colonia, para combatir el aumento del riesgo
de enfermedades (Evans & Spivak, 2009; Wilson-Rich et al., 2009). Algunos ejemplos de
adaptaciones comportamentales son el grooming, el comportamiento higiénico, el comportamiento
necroférico o undertaking , la fiebre comportamental, las secreciones glandulares, el uso de resinas
en la colmena (Evans & Spivak, 2009). El factor comun entre estas defensas es que estan basadas en
acciones colectivas o0 en comportamientos altruistas de individuos infectados que benefician a la
colonia. Por lo tanto dependen de la cooperacion de los individuos de grupos sociales que resulta en
la evitacidn, control o eliminacién de infecciones parasitarias. A éste fendmeno se le llama
“inmunidad social” y actualmente ha recibido mucha atencion (Cremer et al., 2007; Evans & Spivak,
2009; Simone et al., 2009; Wilson-Rich et al., 2009).

El acaro Varroa destructor

El &caro ectoparéasito Varroa destructor es el responsable de la Varroosis en las abejas meliferas
(Anderson & Trueman, 2000). V. destructor se encuentra estrechamente vinculado a su hospedero, la
abeja melifera, ya que carece de una etapa de vida libre. En el ciclo de vida de las hembras existen
dos fases: una es la forética, en la cual permanecen sobre las abejas adultas (sean éstas zanganos u
obreras) generalmente en la parte dorsal del abdomen por debajo de los escleritos abdominales donde
se sostienen de las membranas intersegmentales utilizando las patas y partes bucales (Rosenkranz et
al, 2010). La otra fase es la reproductiva que se inicia cuando una Varroa madre deja a la abeja



adulta y penetra en una celda ocupada por una cria de obrera o zangano, proxima a ser operculada
(Figura 1). Los machos y los estadios ninfales de V. destructor tienen una vida corta y solo se los

encuentra dentro de las celdas de cria operculada. Los acaros se alimentan succionando la hemolinfa

de las abejas adultas y de los estadios larvales dentro de las celdas de cria operculadas (De Jong &
Soares, 1997; Rosenkranz et al, 2010).

Figura 1. Hembras de V. destructor sobre pupa durante la fase de reproduccioén (izquierda) y sobre una abeja adulta
durante la fase forética (derecha).

V. destructor fue descripto por Oudemans (1904) a partir de ejemplares encontrados sobre las
abejas meliferas asiaticas A. cerana en la isla de Java. Esta especie es la Unica con importancia
econdmica debido a que pasé con éxito desde su hospedero original A. cerana hacia A. mellifera
cuando esta ultima fue llevada a Asia por fines productivos (De Jong & Soares, 1997) (Figura 2).
Sobre A. cerana el acaro no causa dafios graves, fundamentalmente debido a que se reproduce casi
exclusivamente en las celdas de zanganos. La pérdida de individuos de esta casta no significa en
ningun caso un riesgo para la supervivencia de la colonia. Cuando el acaro penetra en las celdas de
obrera suele presentar un bajo éxito reproductivo y, ademas, las obreras suelen limpiar
eficientemente las celdas con cria parasitada eliminando el &caro (Rath & Drescher, 1990;

Rosenkranz & Tewarson, 1992).



Por el contrario, la interaccion entre V. destructor y A. mellifera no se encuentra en equilibrio.

En esta especie de abeja, el &caro tiene la capacidad de reproducirse con éxito tanto en celdas de
zanganos como de obreras, aunque prefiere las primeras en una proporcion entre 8 y 12 veces mayor
que las segundas. Asi, en las abejas meliferas occidentales puede llegar a causar la muerte de la
colonia en tan solo dos afios, a menos que sea tratada por el apicultor (Harbo & Harris, 1999; Le
Conte et al., 2010).

Los acaros V. destructor presentan un marcado dimorfismo sexual con muchas adaptaciones
morfoldgicas hacia su hospedero. La hembra adulta es de color marrdn rojizo y con un tamafio entre
1.1-1.6 mm. Su cuerpo estd adaptado al parasitismo y a la foresia, teniendo una forma elipsoidal y
deprimido dorso ventralmente. Los ejemplares adultos tienen cuatro pares de patas en la region
pectoral que les permite agarrarse y desplazarse agil y sorpresivamente. EI primer par de patas porta
los 6rganos sensoriales que también sirven de antenas. Los machos son de color palido a perlado, y
son significativamente mas pequefios que las hembras en todas las etapas de desarrollo. Poseen un
cuerpo con forma redondeada el cual no esta quitinizado. Las patas de los machos son mas largas en
relacién a su cuerpo que la de las hembras. El cuerpo entero de los acaros (incluyendo los apéndices
y las partes bucales) se encuentra cubierto por distintos tipos de pelos, permitiendo una 6ptima
adherencia a la abeja (Rosenkranz et al, 2010).

En la década de 1990, las investigaciones sobre la Varroosis sufrieron un cambio drastico al
encontrarse que V. destructor actia como vector o inductor de virus de las abejas. Se ha evidenciado
que el colapso total de una colonia de abejas meliferas con sintomas tipicos de dafio, como por
ejemplo la presencia de abejas lisiadas, cria dispersa, pérdida eventual de la conducta social
coordinada como el comportamiento higiénico o la atencion a la reina (Le Conte et al., 2010), como
también la disminucion rapida en la poblacion de abejas, es un efecto de las infecciones virales méas
que el efecto de una parasitacion directa a través de los acaros (Allen & Ball, 1996; Ball & Bailey,
1997; Chen & Siede, 2007). Las abejas adultas infectadas tienen una menor longevidad, disminuyen



su capacidad de aprendizaje y presentan dificultad para retornar a la colmena (Rosenkranz et al.,
2010).

V. destructor ingresé y se disperso por distintas regiones de Europa, Africa y Sudamérica en las
décadas de 1970 y 1980 llegando a EE.UU. en 1987. Actualmente es casi cosmopolita, aunque aun
no ha sido encontrada en Australia (De Jong & Soares, 1997; Rosenkranz et al., 2010).

Desde hace ya varios afios la Varroosis es considerada el principal problema sanitario de las
abejas meliferas en el mundo (Flores et al., 1998), y causa pérdidas econémicas millonarias en la
industria apicola, especialmente en los paises con climas templados (Rosenkranz et al., 2010).

En Uruguay la especie se detectd por primera vez en 1978 en el departamento de Montevideo, y
rapidamente se dispersé por todo el territorio nacional. De acuerdo a registros de la Direccion de
Laboratorios Veterinarios «M. C. Rubino» (MGAP) en el periodo comprendido entre 1985-2005, de
38.464 muestras de abejas analizadas el 77,4% presentaron acaros, siendo el promedio de infestacion
(N° de acaros/100 abejas), de 7,9% (Invernizzi et al., 2011). Desde finales de la década de 1990 la
Varroosis ha aumentado sistematicamente su incidencia en la apicultura nacional. Actualmente casi
la totalidad de las colonias reciben aplicaciones de acaricidas al terminar el verano para evitar

pérdidas seguras en otofio e invierno (Invernizzi et al., 2011).

Mecanismos comportamentales de resistencia a V. destructor

La tolerancia hacia la Varroosis es definida como la capacidad que presenta una colonia de abejas
meliferas de coexistir con una infestacion del acaro parasito V. destructor sin necesidad de aplicar
acaricidas (Rosenkranz, 1999).

Las abejas asidticas A. cerana, hospedero original de V. destructor, poseen mecanismos
comportamentales de defensa que mantienen a la poblacion de acaros dentro de limites restringidos
evitando asi dafios importantes a la colonia (Ruttner & Hanel, 1992; Rath & Drescher, 1990;
Rosenkranz & Tewarson, 1992; Flores et al., 1998). Esta especie es capaz de detectar los parasitos
introducidos en las celdas de obreras, retirarlos y eliminarlos, en una respuesta que se conoce como
comportamiento higiénico. Cuando las abejas detectan una pupa infectada con V. destructor, hacen
un agujero en la tapa de cera de la celda, y de este modo liberan al acaro, o alternativamente,
remueven entera la tapa de cera y retiran la pupa (Rath & Drescher, 1990; Rosenkranz & Tewarson,
1992). Complementariamente las abejas adultas de A. cerana son capaces de localizar, morder y
eliminar los acaros que se encuentran sobre sus cuerpos, comportamiento gue se conoce como
grooming (Peng et al., 1987). EI grooming es una estrategia generalizada entre los vertebrados y
artrépodos para eliminar ectoparasitos (Pettis & Pankiw, 1998). En las abejas meliferas adultas
implica la habilidad de detectar y remover las varroas foréticas de si mismas (autogrooming) o de



sus compaferas (alogrooming) (Peng et al, 1987). La eficiencia con que se expresa el
comportamiento higiénico y el grooming en A. cerana podrian explicar la buena tolerancia que
presentan esta especie asiatica hacia V. destructor (Evans & Spivak, 2009; Rosenkranz, 2010).

Las abejas meliferas occidentales A. mellifera también presentan los dos comportamientos de
resistencia encontrados en las abejas asiaticas aunque son menos eficientes frente a V. destructor
(Peng et al., 1987; Boecking & Ritter, 1993; Currie & Thamasbi, 2008; Evans & Spivak, 2009;
Rosenkranz et al., 2010). ElI comportamiento higiénico es un mecanismo de resistencia que ayuda a
limitar la poblacién de &caros (Spivak, 1996; Spivak & Reuter, 2001) y mejorar su expresion a traves
de seleccidn artificial es una alternativa para enfrentar la Varroosis (Spivak & Evans, 2009).

En relacién al grooming Peng et al. (1987) encontraron que A. cerana eliminaba mas del 99% de
los &caros introducidos a colonias en colmenas de observacion, mientras que A. mellifera solo
conseguia eliminar el 0,3% de los &caros. Por otro lado, experimentos realizados en colonias
pobladas demuestran que A. cerana es mucho mas eficiente que A. mellifera al momento de dafar y
eliminar a V. destructor (Fries et al., 1996).

Las abejas meliferas son capaces de matar y dafiar a las hembras de V. destructor encontrando
que una proporcion de los acaros desprendidos muestran dafios tipicos en los apéndices
(mutilaciones) y en el idiosoma (regién posterior que forma la mayor parte del cuerpo). En este
proceso, las abejas utilizan sus piezas bucales y el segundo par de patas (mesotoraxicas) para tratar
de cortar las patas de los acaros o dafar la cuticula, provocando la caida de los mismos (Rosenkranz
et al., 1997; Stanimirovic et al., 2010) (Figura 3).

Figura 3. Hembra de V. destructor con un apéndice
mutilado por las abejas.

La evaluacion del comportamiento de grooming de las abejas es problematica. La observacion
directa 0 empleando videograbaciones de abejas infectadas en colmenas de observacién es muy



dificil por el tiempo que insumen y la imposibilidad de hacer registros continuos (Peng et al, 1987;
Moretto et al, 1993; Aumeier, 2001). Por ello, se suele evaluar el comportamiento de grooming de las
abejas de una colonia de forma indirecta como la proporcién de &caros dafiados colectados en el piso
de una colmena (Ruttner & Hénel, 1992; Rosenkranz et al., 1997; 1999; Mondragon et al., 2005;
Davis, 2009). Sin embargo, existe la posibilidad de que una fraccion de los acaros dafiados provenga
de la limpieza de las celdas con pupas infectadas (consecuencia del comportamiento higiénico) o
incluso que las hormigas puedan mutilar los apéndices de los &caros. Ademas, deberian ser
considerados solamente los acaros adultos, ya que los acaros inmaduros podrian ser dafiados durante
la eliminacién de crias infestadas (Rosenkranz et al, 1997; Aumeier, 2001). La expresion del
grooming también esta sujeta a factores ambientales. Asi, Currie & Thamasbi (2008) encontraron que
abejas seleccionadas para una alta y baja expresion del grooming mantenian las diferencias a 25 y
34°C pero no a 10°C. Por tanto, para evaluar el potencial del grooming como un mecanismo de
defensa, la influencia de factores ambientales deberia ser excluida (Currie & Thamasbi, 2008). Para
superar estas dificultades, Currie & Thamasbi (2008) evaluaron el grooming en grupos de 100 abejas
infectadas confinadas en pequefias cajas, mientras que Aumeier (2001) observo el comportamiento
de una abeja parasitada acompariada por solo una abeja en placas de Petri.

Las abejas africanizadas de Sudamérica se han destacado por presentar una mayor tolerancia a la
Varroosis que las abejas europeas (Camazine, 1986; Moretto et al., 1991). Estas abejas africanizadas
son hibridos de razas europeas (principalmente A. m. mellifera y A. m. ligGstica) y de abejas
africanas A. m. scutellata, introducidas en Brasil en 1956 (Collet et al., 2006).

Uno de los mecanismos de resistencia que permitirian a las abejas africanizadas controlar mejor a
V. destructor es el grooming (Moretto et al., 1993; Aumeier, 2001). Moretto et al. (1993) compararon
individualmente abejas africanizadas con italianas (A. m. liglstica) utilizando colmenas de
observacion y hallaron que las abejas africanizadas conseguian desprenderse los &caros més rapido
que las italianas, ya sea empleando autogrooming como recibiendo ayuda de sus compafieras
(alogrooming). Por otro lado, Aumeier (2001) compar6 la respuesta de abejas africanizadas y
europeas (A. m. carnica) observando abejas infectadas aisladas y hallo que las primeras manifiestan
con mayor frecuencia diferentes comportamientos de reaccion ante el parasito (limpieza, sacudida,
mordida, rodamiento e intento de volar).

Moretto et al. (1993) determinaron que la heredabilidad del comportamiento de grooming era
muy alta (h* = 0,71) lo que permitiria mejorar este comportamiento de resistencia a través de
seleccion artificial. Sin embargo, Stanmirovic et al. (2010) evaluaron en condiciones de campo el
grooming en tres generaciones de reinas hallando valores de heredabilidad mas bajos (0,49; 0,18 y
0,16).



Razas de abejas en Uruguay

En Uruguay predominan las abejas hibridas (conocidas como abejas “criollas”) producto de
cruzamientos de las abejas europeas A. m. mellifera con las africanas A. m. scutellata (Burgett et al.,
1995; Diniz et al., 2003; Collet et al., 2006) (Figura 4). Burgett et al. (1995) empleando analisis
morfométricos y moleculares (ADNmt) encontraron que el 30% de las colonias analizadas
correspondian a abejas africanizadas y el 53% a hibridos africanizados. Diniz et al. (2003) hallaron
casi un 100% de haplotipos africanos en los departamentos limitrofes con Brasil y con un gradiente
decreciente de norte a sur. Estos investigadores determinaron que las abejas europeas predominantes
correspondian a A. m. mellifera, introducidas a la regién en diferentes momentos por europeos. Sin
embargo, en los ultimos afios los apicultores han introducido desde Argentina gran cantidad de reinas
de abejas italianas A. m. ligustica, fundamentalmente en los departamentos del litoral oeste,

valorando la mansedumbre que presentan las abejas de esta raza (Yamandi Mendoza, comunicacion

personal) (Figura 4).
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Figura 4. Abejas criollas (predominantemente hibridos de A. m. mellifera y A. m. scutellata) (izquierda) y abejas italianas
(A. m. ligustica) (derecha).

Se propone estudiar el comportamiento de grooming en las abejas meliferas criollas e italianas
como una contribucion para mejorar el combate a la Varroosis en Uruguay. Para ello se estudiara en
condiciones de laboratorio el comportamiento de abejas aisladas artificialmente infectadas y se
medira el namero de &caros desprendidos y mutilados en grupos pequefios de abejas artificialmente
infectadas. Complementariamente se determinara la proporcién de acaros mutilados en colonias

naturalmente infectadas.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el comportamiento de grooming en abejas criollas (hibridos de A. m. mellifera y A. m.
scutellata) e italianas (A. m. ligustica) como mecanismo de defensa frente al acaro parésito V.
destructor.

Objetivos especificos

En abejas criollas e italianas:

1) Estudiar el comportamiento individual de abejas artificialmente infectadas confinadas en placas
de Petri.

2) En condiciones de laboratorio medir el nimero de &caros desprendidos y mutilados de pequefios
grupos de abejas artificialmente infectadas.

3) En condiciones de campo determinar la proporcién de acaros mutilados en colonias naturalmente
infectadas.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron realizados entre los meses de febrero y mayo del afio 2011 en la
Estacion Experimental “La Estanzuela” del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA),
ubicada en la Ruta 50 del Km 11 del departamento de Colonia.

Se realizaron tres experimentos utilizando abejas criollas e italianas. Las abejas criollas son
polihibridos donde predominan la raza europea A. m. mellifera y la africana A. m. scutellata (Diniz et
al. 2003). Las colonias utilizadas fueron traidas del departamento de Cerro Largo donde la
africanizacién de las abejas es muy importante. Las colonias de abejas italianas (A. m. ligustica)
fueron aportadas por un apicultor del departamento de Colonia que las obtuvo de Argentina. Los
acaros V. destructor utilizados en los experimentos provenian de colonias fuertemente infestadas.
Estos fueron colectados horas antes de realizar los experimentos desoperculando las celdas y
extrayendo las larvas y pupas. Los acaros obtenidos se mantuvieron en tubos Eppendorf hasta el

inicio de los experimentos (Figura 5).



Figura 5. Colecta de hembras de V. destructor en celdas de cria de obrera (izquierda) y tubos Eppendorf con los 4caros
colectados (derecha).

Experimento 1

Se pusieron individualmente 24 abejas italianas y 24 criollas en placas de Petri empleando 4
abejas por colonia (n = 6) para cada raza. Luego de colocarles un acaro sobre la parte dorsal del térax
con ayuda de un pincel pequefio (Figura 6), se observaron durante dos minutos, registrando la
expresion de cinco comportamientos descritos por Aumeier (2001):
Limpieza: consiste en refregarse perezosamente las antenas.
Sacudida: consiste en agitar brevemente el abdomen.
Mordida: intento de desprenderse el &caro con las mandibulas.
Rodamiento: consiste en hacer volteretas mientras se intenta atrapar al acaro utilizando todos los
pares de patas.
Intento de volar: consiste en vuelos muy cortos.

Se registraron los distintos comportamientos teniendo en cuenta si ocurrian en el primer o
segundo minuto. También se registré si el &caro caia o no luego de finalizado el periodo de
observacion.

Figura 6. Abeja nodriza en placa de Petri a la que se le
coloca en el térax una hembra de V. destructor con ayuda
de un pincel pequefio.



Experimento 2

El comportamiento de grooming de 13 colonias italianas y 13 criollas fue evaluado colocando de
cada colonia 30 abejas nodrizas (colectadas de los panales con cria) junto con 20 acaros en placas de
Petri. Antes de poner las abejas en las placas, las mismas fueron enfriadas para facilitar su
manipulacion. Entre la placa de Petri y su tapa se coloc6 una malla de metal de 3 mm que al
invertirlas funcionaba como piso para las abejas y permitia el pasaje de los acaros desprendidos. En
el fondo de la caja de Petri se colocd un papel con una capa de vaselina para colectar los acaros
caidos. En cada placa se puso una pequefia pelota de “candy” (mezcla de miel y azcar impalpable)

para alimentar las abejas. Una vez verificado que todos los acaros estuvieran sobre las abejas, las

placas se llevaron a una estufa a 28°C (Figura 7).

Figura 7. Grupos de 30 abejas nodriza infectadas con 20 hembras de V. destructor en una placa de Petri (izquierda).
Estufa en donde los grupos de abejas experimentales permanecian 24 horas (derecha).

Luego de 24 hs se retiraron las placas de la estufa y se registrd el nimero de abejas muertas.
Posteriormente se extrajo la hoja con los &caros colectados, y las abejas se mataron por
congelamiento en un freezer. Las abejas muertas se pusieron en un recipiente con agua hirviendo
para desprender los &caros que hubiesen permanecido en sus cuerpos. Los acaros caidos se
observaron con lupa binocular (40 x) para registrar si presentaban apéndices cortados o dafios en el
idiosoma. No se tomaron en cuenta las experiencias en las cuales murieron mas del 10% de las
abejas.

Experimento 3
Se colectaron durante mas de 10 dias los &caros caidos en 10 colonias italianas y 10 criollas

empleando para ello pisos técnicos. Estos pisos tienen un fondo de malla de 3 mm y una bandeja



para poner una hoja con una capa de vaselina que atrapa los acaros caidos (Figura 8). Se observaron
30 &caros por colonia bajo lupa binocular (40 x), determinandose la proporcion de acaros con patas

cortadas.

Figura 8. Extraccion de hoja envaselinada de los pisos técnicos de las colmenas experimentales (izquierda). Acaros V.
destructor adheridos a las hojas (derecha).

Anélisis estadistico

Todos los datos obtenidos fueron analizados para verificar si su distribucion era normal y si habia
homogeneidad de varianza. En caso de que asi fuera se emplearan tests estadisticos paramétricos.

En el Experimento 1, el grooming fue medido como el promedio por abeja de cada una de las
razas del numero total de reacciones comportamentales. Las diferencias de grooming entre las razas
se analizaron mediante el test de Mann-Withney. También se calcularon y representaron los
estadisticos basicos para todas las categorias comportamentales.

En el Experimento 2, el grooming fue medido como la proporcion de acaros caidos sobre el
numero total de &caros. En este caso el grooming en ambas razas fue cotejado mediante el test de
Student para los valores medios.

En el Experimento 3, se evalué el grooming de las colonias como el porcentaje de acaros
dafados. Las diferencias en el grooming entre las colonias de las razas italiana y criolla se analizaron
mediante el test de Student para los valores promedios.

Finalmente se correlacionaron linealmente los resultados obtenidos en aquellas colonias que
participaron en los Experimentos 2 y 3.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el nivel de significacion establecido a 5%

utilizando el programa Past 2.09.




RESULTADOS

Experimento 1

Los comportamientos “Limpieza”, “Sacudida”, “Mordida”, “Rodamiento” e “Intento de volar”
fueron observados con muy baja frecuencia en las abejas italianas y criollas (Tablas 1y 2, Figura 9).
Las abejas de ambas razas no mostraron diferencias significativas para ninguno de los cinco
comportamientos observados (Figura 9). También se observaron dos abejas criollas realizando
aleteos constantes durante los dos minutos de observacion.

Sin embargo, las abejas criollas mostraron mayor nimero total de comportamientos de reaccion
frente a V. destructor (1,96 + 1,57/abeja) que las italianas (1,04 + 1,00/abeja), observandose
diferencias significativas (U = 182.5; P = 0.025) (Figura 9). En general, cada abeja reacciond entre
una y seis veces durante los dos minutos que fue observada, llegando a efectuar cuatro veces el
mismo comportamiento. De todos modos, el 20% de las abejas criollas y el 29% de las abejas
italianas no realizaron ningiin comportamiento de reaccion frente al acaro (Tablas 1 y 2). En todas
las categorias comportamentales las abejas criollas respondieron con mayor frecuencia que las
italianas (Figura 9). Para ambas razas, los comportamientos de “Limpieza” y “Sacudida” fueron los
mas frecuentes, representando méas del 60% del total de los comportamientos de resistencia
observados (Figura 9). Por otro lado, solamente dos abejas italianas y dos africanizadas (8% del
total) mordieron a sus respectivos acaros (Tablas 1 y 2). No se encontraron diferencias significativas
en el numero de comportamientos de reaccion frente a V. destructor entre el primer y segundo
minuto del periodo observado para las razas criollas e italianas (P = 0.570 y P = 0.490
respectivamente). Solamente dos abejas italianas y una criolla (6.25% del total) lograron
desprenderse con éxito el &caro del cuerpo durante el periodo de observacion.



Tabla 1. Expresién de los comportamientos “Limpieza”, “Rodamiento”, “Mordida”, “Intento de volar” y
“Sacudida”, en abejas italianas al colocarles una hembra de V. destructor en el torax.
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Tabla 2. Expresion de los comportamientos “Limpieza”, “Rodamiento”, “Mordida”, “Sacudida” e “Intento de volar”

en abejas criollas al colocarles una hembra de V. destructor en el térax.
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Figura 9. Frecuencia de aparicion de los comportamientos “Limpieza”, “Rodamiento”,
“Mordida”, “Intento de volar” y “Sacudida”, en abejas italianas y criollas.
n.s: sin diferencias significativas (a = 0,05) para el test de Mann-Withney.




Experimento 2

Las abejas italianas consiguieron desprenderse el 60,80 £ 20% de los acaros y las criollas el
65,90 + 15,60% no mostrando diferencias significativas (t = 0.735; P = 0.47) (Figura 10). Las abejas
italianas y criollas tuvieron globalmente una mortandad del 1.79% y 1.53%, respectivamente. De los

312 &caros totales caidos, en ninguno se observé apéndices cortados o hendiduras en el idiosoma.
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Figura 10. Porcentaje de acaros V. destructor caidos en los grupos de abejas
italianas y criollas. n.s: sin diferencias significativas (a = 0,05) para el test de
Student.

Experimento 3

En los acaros colectados en los pisos técnicos la fraccion que presentaba apéndices mutilados fue
mayor en las colonias criollas (29,00 + 8,61%) que en las italianas (17,70 £ 9,80%), mostrando
diferencias significativas (t = -2.92; P = 0,009) (Figura 11). En las colonias criollas el porcentaje de

acaros dafiados oscil6 entre 20 y 40%, mientras que en las colonias italianas entre 10 y 33%.

40 -
P=0,009
= 357
X
< 30
(72]
o
S 25 -
©
*g 20 -
wn 15 A
o
S
S 10
(&)
< 5 -
0 T
Italianas Criollas

Figura 11. Porcentaje de &caros V. destructor con apéndices mutilados en las
colonias de abejas italianas y criollas. n.s: sin diferencias significativas (a = 0,05)
para el test de Student.



Finalmente, el valor de correlacion lineal entre el porcentaje de 4caros mutilados colectados con
pisos técnicos (Experimento 3) y la cantidad de acaros desprendidos en las pruebas de laboratorio
(Experimento 2) considerando las 18 colonias empleadas en ambos experimentos (10 criollas y 8
italianas) fue de r = 0,157. Este valor aumento6 considerablemente cuando descartd la colonia N°13 (r
= 0,443). Esta colonia mostr6 un comportamiento completamente alejado de la tendencia de las
demas colonias, presentando la mayor cantidad de acaros desprendidos en el Experimento 2 y el

menor valor de grooming en el Experimento 3.

DISCUSION

El comportamiento de grooming como mecanismo de resistencia a los acaros V. destructor
puede tener un valor significativo en la blasqueda de abejas mas tolerantes a este parasito
(Rosenkranz, 2010). Este comportamiento de resistencia se evalla convencionalmente como la
proporcion de acaros mutilados colectados en el piso de la colmena (Ruttner & Hénel, 1992;
Rosenkranz et al., 1997; 1999; Mondragén et al., 2005; Davis, 2009) o, mas recientemente, en
pruebas de laboratorio observando respuestas individuales (Aumeier, 2001) o grupales (Currie &
Tahmasbi, 2008), luego de infectar artificialmente las abejas con V. destructor. En este estudio se
realizaron las tres aproximaciones para evaluar el comportamiento de grooming en abejas italianas
(A. m. ligastica) y criollas (cruzamientos de las abejas europeas A. m. mellifera con las africanas A.
m. scutellata).

En el primer experimento durante la observacion de abejas solitarias infectadas con hembras de
V. destructor se registraron en los dos grupos raciales los cinco comportamientos observados por
Aumeier (2001): “Limpieza”, “Sacudida”, “Mordida”, “Rodamiento” e “Intento de volar”. La muy
baja frecuencia con que se presentaron todos estos comportamientos también es coincidente con lo
reportado por Aumeier (2001) y puede ser la causa que impidi6 constatar diferencias entre las abejas
italianas y criollas. Sin embargo, al analizar todos los comportamientos agrupados se encontro que
las abejas criollas reaccionaban frente a V. destructor en mayor medida que las abejas italianas.
Analizando los datos de manera similar Aumeier (2001) encontré también que las abejas
africanizadas reaccionaban con mayor frecuencia que las europeas (en este caso A. m. carnica)
cuando se les ponia una hembra de V. destructor sobre el torax.

En este estudio se encontraron dos abejas criollas que aletearon permanentemente durante el
periodo de observacion. Este comportamiento no habia sido descrito por Aumeier (2001). El aleteo
es una de las respuestas que presentan las abejas frente a la presencia de hormigas (Fell, 1997). Es



posible que el aleteo que presentaron las abejas infectadas con V. destructor sea una reaccion similar.

De las 48 abejas observadas, solo tres (dos italianas y una criolla) consiguieron desprenderse el
acaro. El bajo numero de abejas que pudieron desparasitarse puede deberse al corto periodo de
observacion (dos minutos) y/o a la ausencia de abejas acompariantes por lo que la abejas parasitadas
no podian recibir ayuda de otras abejas (alogrooming). Peng et al. (1987) y Moretto et al. (1993)
sefialan que el alogrooming es muy importante en la desparasitacion de las colonias. De todos
modos, V. destructor es un parasito especializado que consigue adherirse fuertemente buscando
zonas del cuerpo en las cuales las abejas no consiguen atacarlas.

En el segundo experimento se pusieron grupos de abejas italianas y criollas artificialmente
infestadas con &caros en cajas de Petri encontrando que el nimero de acaros desprendidos fue algo
superior al 60 %, sin encontrar diferencias entre ambos grupos raciales. Este resultado contrasta con
el obtenido en el experimento anterior de este estudio, donde las abejas criollas mostraron mayor
cantidad de comportamientos de reaccion frente a V. destructor que las abejas italianas.

El andlisis de los &caros caidos no mostré ningun ejemplar con mutilaciones, tal como es
frecuente observar en los &caros colectados en pisos técnicos (20-30%) (Ruttner & Hanel, 1992;
Rosenkranz et al., 1997; Bienefeld et al., 1999; Mondragén et al., 2005; Davis, 2009; este estudio).
Posiblemente en las colonias en condiciones naturales la enorme mayoria de los acaros desprendidos
por las abejas no sufren dafios y caen sobre otras abejas sin mayor consecuencia desde el punto de
vista de la desparasitacion de la colonia. En caso de que los &caros caigan al piso de la colmena,
éstos seguramente tienen la capacidad de volver a subir caminando y entrar en contacto nuevamente
con las abejas. En este sentido, Estela Santos (com. per) ha observado a hembras de V. destructor
caminando en el laboratorio y plantea que podrian subir del piso de la colmena al nido sin dificultad.
En cambio, aquellos &caros que sufren mutilaciones en sus apéndices probablemente tengan
dificultad para agarrarse del cuerpo de las abejas, queden méas expuestos a ser desprendidos por éstas
y terminen muriendo como consecuencia de las heridas. Asi, es posible que cuando se colectan los
acaros caidos con pisos técnicos la proporcion de acaros mutilados/acaros sanos sea mayor que la
hallada en el total de acaros desprendidos por las abejas.

La evaluacion del comportamiento de grooming empleando pequefios grupos de abejas
confinadas artificialmente infestadas permite descartar factores ambientales no controlados en
condiciones de campo (ingreso de néctar, grado de infestacion, temperatura ambiente, tamafio de la
colonia, etc.). Con esta técnica Currie & Tahmasbi (2008) consiguieron a traves de una seleccion
disruptiva, abejas que expresan alta y baja eficiencia en el grooming.

En el Gltimo experimento se evalué el comportamiento de grooming de abejas de colonias

italianas y criollas con la metodologia convencional utilizando pisos técnicos. Se encontré que las



colonias criollas presentaban casi el doble de proporcion de &caros mutilados que las colonias
italianas. Estos resultados coinciden con los reportados por Moretto et al. (1993) y Aumeier (2001)
cuando evaluaron el comportamiento de grooming en abejas africanizadas y europeas empleando
distintas metodologias.

Desde hace varios afos se reconoce la mayor resistencia de las abejas africanizadas a la \Varroosis
en comparacion con las abejas europeas (Camazine, 1986; De Jong & Soares, 1997; Moretto et al.,
1991; Rosenkranz et al., 2010). Esta resistencia diferencial suele ser explicada por diferentes factores
como el comportamiento higiénico, el comportamiento de grooming, la duracion del periodo de cria,
el tamafio de las celdas, la frecuencia de enjambrazon y la atractividad de la cria (De jong, 1997;
Rosenkranz et al., 2010).

Los resultados obtenidos en este estudio, junto con los de Moretto et al. (1993) y Aumeier (2001)
muestran que el grooming puede ser un factor de primer orden de importancia para explicar la mayor

resistencia de las abejas africanizadas a V. destructor.

Consideraciones finales

El grooming es un mecanismo de resistencia comportamental de las abejas meliferas al acaro V.
destructor que es plausible de seleccionar para aumentar la tolerancia al parasito. Al momento de
implementar una metodologia para evaluar una caracteristica valiosa heredable se debe tener en
cuenta la incidencia de factores ambientales, y la practicidad y economia de su aplicacién. Los
resultados de este estudio indican que el empleo de grupos homogéneos de abejas confinadas y
parasitadas con cantidades conocidas de V. destructor en condiciones de laboratorio, es una
alternativa promisoria para evaluar el grooming de las colonias. El alto valor de asociacién entre los
resultados de estas pruebas y las evaluaciones de campo empleando pisos técnicos respaldan esta
posibilidad. De todos modos, las evaluaciones del grooming en laboratorio llevan mucho tiempo,
fundamentalmente en la obtencion de cantidades importantes de hembras de V. destructor para
infectar las abejas, por lo que quedarian restringidas a grupos de investigadores y profesionales
técnicos que cuenten con los recursos necesarios.

La observacion individual de abejas infectadas con V. destructor sirve para identificar las
diferentes respuestas comportamentales, pero por el tiempo que insumen y por tratarse de individuos
aislados, son de escaso valor practico para evaluar indirectamente una colonia.

Los resultados de este estudio muestran que las abejas criollas presentes en Uruguay, con un
importante grado de africanizacion (aungue en general no tanto como el de las abejas utilizadas)
expresan el comportamiento de grooming frente a V. destructor de modo mas eficiente que las abejas
italianas. Como la Varroosis es el principal problema sanitario de las abejas meliferas en el pais



(Invernizzi et al., 2011) se deberia tener mucha precaucion al momento de ingresar y multiplicar
abejas italianas, ya que se corre el riesgo de ir debilitando este mecanismo de resistencia
comportamental en las poblaciones de abejas debido a la imposibilidad de evitar el cruzamiento entre
abejas de diferentes razas.
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