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Introduccién

El comportamiento higiénico de las abejas ha sido tomado como medida de seleccion para resistencia a
algunas enfermedades dentro de ellas a la varroosis, la Loque Americana y la Loque Europea. Esta es
una caracteristica que tienen las abejas de reconocer cuando una cria se encuentra infestada (en el caso
de la Varroa) o enferma (en el caso de las Loques) y pasar entonces a desopercular la celda, retirar el
parésito o la cria enferma y limpiar la misma para una nueva puesta de huevos, o para que sea llenada
de miel o polen (Gramacho y Spivak, 2003). Este es un caracter heredable (Spivak, 1996) y que con
bastante confianza permite un progreso genético de una generacién a otra pero que se hereda mas de
manera cuantitativa que Mendeliana, y tiene como caracteristica que esta relacionado con 7 locis que
pueden influir en su expresion (Lapidge et al.; 2002).

En nuestro pais, la varroosis es un problema, ya que se invierten gran cantidad de recursos para
garantizar su tratamiento desde el afio 1996, fecha en que se descubrio por primera vez (Gonzalez,
1996), por lo que se esta llevando a cabo un Proyecto para el desarrollo del Programa de Mejoramiento
Genético a nivel nacional con el objetivo de disminuir los costos anuales de tratamientos y las perdidas
de colmenas por este concepto (Vazquez et al.; 2001). Como parte de este proyecto se ha realizado una
seleccion primaria de enjambres silvestres que resistieron el primer impacto de la enfermedad,
trasladandose al Centro de Investigaciones Apicolas y puestos en colmenas modernas. Estas colmenas
llevan varios afios sin tratamiento, solo con medidas de manejo, y mantienen una tasa de infestacion de
varroa por debajo de un 3%.

Como parte de su evaluacion se les realizan pruebas cada cierto tiempo para verificar su
comportamiento, eliminando de la seleccion las que no presenten las caracteristicas deseadas y
convirtiéndolas en nucleos de fecundacion o colmenas de produccion, dejando de maternas para la cria
de reinas las que mantengan los indicadores medidos en sus valores recomendables para evaluar
posteriormente sus hijas (Vazquez et al.; 2001). Dentro de los ensayos que se le efectian se encuentra
el de Comportamiento Higiénico, el cual por su importancia y complejidad nos llevo a realizar un
desglose del mismo para disminuir el error a la hora de la seleccion masal de las colmenas en el
programa de mejoramiento genético, conociendo que existen factores ambientales que afectan la
expresion de este como la época del afio (flujo de néctar, temperatura, humedad), asi como condiciones
internas de las colmenas (estadio de la cria que se emplee, fortaleza de la colmena, etc.) (Spivak, 1996;
Gramacho y Goncalves, 2001).

El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio preliminar del comportamiento higiénico en las
colmenas del CIAPI que permita evaluar este caracter en la poblacidn de abejas y ademas valorar como
influyen sobre él algunos factores que se tuvieron en cuenta para posteriormente realizar una
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experiencia a gran escala. Por la cantidad de informacidn que se pretende procesar el trabajo se dividio
en dos partes.

Primera parte

Objetivo General

Valorar del comportamiento higiénico en las colmenas seleccionadas del CIAPI y determinar de la tasa
de infestacién por Varroa en las mismas.

Objetivos especificos

1. Evaluar el comportamiento higiénico de las colmenas seleccionadas del CIAPI.
2. Determinar el destino de las mismas segun resultado del test.

3. Valorar la tasa de infestacion tanto en cria como en adulta de estas colmenas y determinar si
existia relacion con el comportamiento higiénico.

Materiales y métodos

Se emplearon para el estudio 6 colmenas seleccionadas del CIAPI tipo Langsthroth, las cuales se
prepararon el dia antes de la prueba de Comportamiento Higiénico (CH). La preparacion consistio en
homogenizar las condiciones de las colmenas de manera que existiera la mayor semejanza entre ellas
en cuanto a la ubicacion de panales y sin afectar la fisiologia de las mismas. Se midieron los
parametros de fortaleza, presencia de reina con postura adecuada, y se arregld la camara de cria de
manera que los panales que se iban a usar para el estudio quedaran ubicados en la posicion 2, 6 y 9 de
izquierda a derecha dentro de la colmena.

El método de evaluacion del CH fue el de pinchado de la cria (Newton y Ostasiewski, 1986;
Gramacho y Goncalvez, 1994; Spivak y Downey, 1998). Se pincharon 3 areas de cria por cada
colmena, una en cada ubicacién (2, 6 y 9). Dentro de los panales ubicados se especifico el area de
pinchado por el cuadro Neck, tratando que el cuadrante seleccionado tuviera la mayor cantidad de
celdas operculadas posibles. Para el pinchado se emplearon 2 personas para valorar el error que podia
introducir este factor y se anot6 el estadio de la cria (Larva, Pupa de ojos blancos, Pupa de 0jos
rosados) asi como otros detalles.

El estudio se realizd en el mes de Abril del afio 2006 y el pinchado se llevé a cabo a las 11:30am del
dia 18. Se realiz6 una primera inspeccion a las 3 horas de realizado el mismo y otro a las 24 y a las 48
horas.



Se calculé el porciento de desoperculacién a las 3 horas, a las 24 horas y a las 48 horas por la formula
siguiente:

%Desop, = D, /L, *100

Dn = celdas desoperculadas a la hora recogida
L = celdas limpias a la misma hora

El valor final por colmena de CH fue determinado por la siguiente formula:
CH=(L, +L, +L,)/(P,+ P, + P,)*100

L1-Lo-Ls= Segmentos de celdas limpias por colmena (3 por cada una)
P1-P,-P3= Segmentos de celdas pinchadas por colmena (3 por cada una)

El CH se valoro segun Spivak y Downey, 1998 que plantean que las colmenas que limpien el 95% de
las celdas pinchadas a las 48 horas se pueden considerar higiénicas. Como se plantea ademas que este
comportamiento se divide en 3 fases: reconocimiento, desoperculacion y limpieza (Gramacho y
Spivak, 2003) se tomaron en cuenta las observaciones de desoperculacion (%) en cada momento
evaluado aunqgue el peso del CH se le dio a las celdas limpias.

El comportamiento higiénico se refleja en las colmenas como una medida de la resistencia de las abejas
a las enfermedades de la cria y a la varroosis. Se ha descrito que es inversamente proporcional a la tasa
de infestacion de Varroa en cria y que disminuye en gran medida el porcentaje de esporos de otras
enfermedades dentro de la celda (Spivak y Reuter, 1998). Por esta razon se midié la tasa de
infestacion al inicio del experimento buscando si existe una coincidencia entre estos aspectos
mencionados.

La tasa de infestacion se midi6 en abejas adultas y en la cria la Extensidad de Invasion. En adultas se
midio la tasa por el método de De Jong et al; (1982) y el de la cria por el descrito por Eguaras, del
Hoyo y Ruffinengo; (1999) donde hacen referencia al método de De Jong y Mantilla inspeccionando
100 celdas de obrera por cada colmena y anotando las celdas infestadas. La férmulas para los calculos
fueron:

T.l.adutas= acaros/abejas * 100
E.l.cria= celdas infestadas /celdas inspeccionadas * 100



Se evalu6 ademas si existia relacion entre el comportamiento higiénico y la tasa de infestacion
aplicando una regresion para estos caracteres. El programa estadistico empleado fue el Statgraphics®
version 4.1. Los resultados se tabularon y procesaron segun los objetivos perseguidos.

Resultados y discusion.
Los resultados obtenidos se exponen en la Tabla No. 1 que se muestra a continuacién:

Tabla No.1. Resultados por colmena de la prueba de Comportamiento Higiénico.

9%Desop 3h | % Desop 24h | % Limp 24 | %Desop 48 | % Limp 48

10,14% 91,89% 41,89% 100,00% 85,14%
2 133 42,11% 74,44% 57,89% 93,98% 79,70%
3 170 28,24% 95,29% 91,18% 100,00% 97,06%
4 159 32,70% 91,82% 84,91% 99,37% 98,10%
6 172 73,84% 100,00% 95,35% 100,00% 100,00%
9 96 61,46% 91,67% 70,83% 100,00% 97,92%

Como se observa en esta tabla, 4 de las 6 colmenas en estudio habian limpiado a las 48 horas mas del
95% de las celdas pinchadas, difiriendo significativamente de las otras 2 (1 y 2), las cuales estuvieron
por debajo del 86%. Este diferencia se observa desde las 24 horas donde ya esas mismas 4 colmenas se
encontraban con un porciento de limpieza por encima del 70%, mostrando en general una relacién
estrecha entre las celdas limpias a las 24 horas y las limpias a las 48 horas (CC=0.827) con un nivel de
confianza del 95%.

Sin embargo, no ocurre lo mismo con el reconocimiento de las crias muertas donde se observa que
todas las colmenas desde las 24 horas ya habian reconocido y desoperculado mas del 90% de las
celdas, excepto la No. 2, y que ya a las 48 horas se encontraba este comportamiento bastante
homogéneo en todas llegando casi a un 100%. Teniendo en cuenta lo anterior y tomando en
consideracion el modelo de 3 genes que proponen Gramacho y Goncalvez, 2001 podemos decir que
las colmenas No. 1 y 2 presentan los genes de reconocimiento y desoperculacién (u: y uz) en
homocigosis recesiva en gran parte de la poblacion de abejas presentes, no asi el de remocion que al
parecer su frecuencia es baja.

Segun plantea Gramacho y Spivak, 2003 esto puede deberse a las diferencias de sensibilidad olfativa
de las obreras a la hora del reconocimiento del estimulo de la cria anormal y que también tiene que ver
con la homo o heterocigosis del caracter en la poblacion de obreras y que las abejas higiénicas detectan
el olor de la cria anormal a menor estimulos que las no higiénicas.

Como otra arista de este problema podemos tener en cuenta que como la reina pone huevos por
paquetes y el apareamiento de las mismas es libre, la poblacion predominante de la colmena en este
momento puede ser parentalmente hija de zanganos que no posean los genes de remocion en
homocigosis recesiva y por eso no se expresa el comportamiento en la descendencia.

Se observa ademas que a las 24 horas, las colmenas 3 y 6 llevaban ventaja del resto habiendo limpiado
mas del 90% de las celdas, lo que demuestra la presencia de los genes para la remocién en



homocigosis en gran parte de la poblacion de abejas de esas colmenas. Las colmenas 1 y 2 no
cumplieron los parametros de higiene para mostrar resistencia a Varroa en este aspecto segin Spivak y
Downey, 1998 que plantea que este caracter debe expresarse en un 95% o mas a las 48 horas de
realizado el experimento para que tenga alguna relevancia en la profilaxis de enfermedades parasitarias
y bacterianas de la cria.

Haciendo otro anélisis de la tabla podemos apreciar que al realizar la primera revision a las 3 horas de
haber pinchado las celdas habia actividad definida en todas las colmenas aunque este comportamiento
no fue homogéneo, coincidiendo con Gramacho y Goncalves, 2001 quienes encontraron que ya dos
horas después de pinchada la cria se efectud el reconocimiento de las mismas que estaban afectadas
pasando a realizar los pequefios hoyos en el opérculo de cera y coincidiendo también con Del Hoyo et
al.; 2001 que plantean que todas las colmenas son capaces de remover las larvas infestadas con V.
destructor dentro de pocas horas posteriores al inicio del experimento.

Un factor que pudiera tener influencia en la demora del desencadenamiento del mecanismo del CH
puede ser la capacidad de recuperacion al estrés que tenga cada colmena como individuo y el tiempo
que demoren las abejas que salieron de la colmena producto del humo y del manejo en entrar
nuevamente en ella. Esto pudiera retrasar el reconocimiento de las crias muertas en mayor o menor
medida. No se demostré relacion entre el comportamiento de desoperculacion a las 3 horas vy el
equivalente a las 24 y 48 horas.

Al realizar la revision a las 24 horas se observa un comportamiento mas homogéneo de este
reconocimiento y desoperculacion observandose que todas las colmenas se encontraban por encima del
90% excepto la No. 2 que solo alcanz6 un 74.44%. Cuando observamos que esta misma colmena a las
3 horas de haber comenzado el experimento ya tenia desoperculadas el 42,11% de las celdas,
encontrandose por encima de tres de las colmenas en estudio y aunque se demostré que no existe
relacion entre el desoperculado a las 3 horas y el desoperculado a las 24 horas, algun factor parece
haber influido en la disminucion de este comportamiento ya que se mantuvo como el mas bajo durante
todo el experimento. A la observacion esta colmena conservo la reina, no tuvo sintomas de enfermedad
y el manejo fue el mismo que el del resto.

Ahora bien, en cuanto a la Tasa de infestacion los resultados obtenidos se presentan en la siguiente
tabla:

Tabla No. 2. Tasa de infestacion en cria y en adultas de las colmenas en estudio.

. < T.1 Celdas Celdas E.l
1 85 0 100 1

0,00% 2,00%
2 95 7 7,37% 100 5 10,00%
3 85 1 1,18% 100 0 0,00%
4 100 1 1,00% 100 0 0,00%
6 90 0 0,00% 100 0 0,00%
9 85 2 2,35% 100 0 0,00%




Como se observa de manera general en la tabla, la tasa de infestacion tanto en adultas como en cria se
encuentra por debajo del 3% en todas las colmenas excepto en la 2 donde ambos indicadores
sobrepasaron el 7%, valor en adultas que se toma como referencia en nuestro pais para aplicar un
tratamiento ya sea quimico u organico (Verde, 2006). Teniendo en cuenta que estas colmenas no tienen
tratamiento alguno hace méas de 3 afios, estos valores no representan un peligro, aunque pudiera ser un
comienzo de la perdida de la resistencia natural de esta a la Varroa si lo relacionamos con el hecho de
que fue la colmena con méas bajo comportamiento higiénico como se explico anteriormente.

Al realizar la prueba de regresion se observo que existe una estrecha relacion entre el comportamiento
higiénico y la tasa de infestacion en cria tanto a las 24 horas como a las 48 horas (p=0,0138, CC=0,90
y p=0.0084 y CC= 0.9240) respectivamente con el modelo Reciproco—x y con una confianza del 95%),
no asi con la tasa en adulta donde no existio relacién alguna con esta variable con una confianza del
95%.

Conclusiones

v Al realizar el estudio de CH en las 6 colmenas del CIAPI podemos concluir que 4 de las
colmenas presentan este indicador por encima de la referencia para un buen comportamiento
higiénico.

v' La colmena No. 6 obtuvo los mejores valores con un 100% de expresion a las 48 horas
siguiendo la No. 4 con un 98%, la No. 9 con un 97.92% y por altimo la No. 3 con 97.06%, sin
presentar diferencias estadisticas entre ellas.

v A partir de las 3 horas de realizada la prueba ya existe actividad de CH en todas las colmenas y
aumentando progresivamente aunque no de manera homogénea con el paso del tiempo.

v' Las colmenas No. 1 y 2 fueron sacadas de la produccién y convertidas en nlcleos de
fecundacion por no cumplir con los parametros necesarios para el caracter dentro del programa
de seleccion. El resto se mantuvo como progenitoras de las siguientes generaciones de abejas.

v Las colmenas seleccionadas del CIAPI a pesar del tiempo que llevan sin tratamiento mantienen
bajos niveles de infestacion tanto en cria como en adulta.

v’ Existe una estrecha relacion entre el comportamiento higiénico y la Extensidad de Invasion en
cria en las colmenas evaluadas, no asi con la tasa en adultas, demostrando su influencia positiva
en la disminucion de este indicador.
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Segunda parte
Introduccion

Como se habia explicado anteriormente son muchos los factores que afectan la expresion del
comportamiento higiénico. Se ha planteado que algunos como el estadio de la cria que se emplee para
la prueba, el método empleado (pinchado o congelacion), el flujo de néctar, la fortaleza de la colmena,
entre otros. Como son disimiles, buscamos en este trabajo garantizar la toma en cuenta de la mayor
cantidad posible para disminuir el nivel de error a la hora de seleccionar genéticamente una colmena
para este caracter.

En las evaluaciones de campo para reconocer las colmenas higiénicas de las no higiénicas, no tiene
mucho sentido entrar en controversias de este tipo por el hecho de que solo se esta descartando entre
colmenas que pueden o no presentar el caracter. Pero a la hora de realizar un programa de
mejoramiento genético este punto de vista cambia. Si ya tenemos seleccionadas las colmenas que
poseen el caracter y queremos determinar su nivel de expresion real, debemos tratar de disminuir los
posibles factores de error que se puedan presentar. Por lo tanto, tomamos como objetivo de este trabajo
evaluar algunos factores que pueden influir segln la literatura en la expresion de este comportamiento
para poder aplicarlo en el programa de mejoramiento genético que se lleva a cabo en nuestro pais con
datos fidedignos.



Objetivo General

Valorar la influencia de tres factores que intervienen en la expresion del comportamiento higiénico en
las colmenas del CIAPI.

Objetivos especificos

1. Valorar la influencia del ambiente que rodeaba el cuadro pinchado en la expresién del CH.

2. Valorara la influencia de la posicion dentro de la colmena del cuadro pinchado en la expresion
del CH.

3. Valorar la influencia del estadio de la cria pinchada en la expresién del CH.

Materiales y métodos

Los materiales y métodos son los mismos que se emplearon en la primera parte de este experimento. En
este caso se midio el comportamiento higiénico teniendo en cuenta:

1. El ambiente que quedaba frente a la cria pinchada (cria abierta, lamina de cera 6 cuadro con
miel y polen).

2. La ubicacidn en la colmena del cuadro a evaluar (posicion 2, 6 6 9 de izquierda a derecha).

3. Elestadio de la cria pinchada (larva, pupa de ojos blancos ¢ pupa de ojos rosados).

Las formulas empleadas para el CH y para el porcentaje de desoperculacion son las mismas del
segmento anterior.

El programa estadistico empleado fue el Statgraphics® version 4.1. Ademas se empleé el COMPROP
para la comparacion de proporciones. Los resultados se tabularon y procesaron segun los objetivos
perseguidos.

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos se desglosan en las tablas que se presentan a continuacion:

En la Tabla No.1 se observa el comportamiento teniendo en cuenta el ambiente que rodeaba al cuadro
pinchado.

%D3H

ARSI 00 250 | 96,84% | 77,47% | 100,00% | 99,21%
Lamina 53,88% | 91,26% | 78,64% | 100,00% | 97,57%
VSITEN Rl 41.15% | 88,52% | 72,49% | 98,09% | 87,56%

%D: % de desoperculadas
%L: % de Limpieza



Sin tener en cuenta el resto de los factores podemos percatarnos que situando el segmento pinchado
entre cuadros de cria abierta y l[&mina se obtiene a las 48 horas un porciento muy similar de celdas
limpias (99.21% y 97.57%) sin diferencias significativas entre ellos, pero si con las situadas entre miel
y polen (87.56%) con un 95% de confianza (F= 8.44 **¥*).

Observando el comportamiento desde el principio, a las 3 horas ya se observaba que las muestras
situadas entre laminas y entre cuadros con miel y polen ya tenian un alto reconocimiento de las crias
muertas aunque diferian significativamente entre ellas a favor de las laminas. Spivak and Gilliam,
1998 plantean que en estudios de Spivak no publicados demuestran que la edad de las abejas que
desoperculan y remueven las crias enfermas se encuentra entre 15y 17.5 dias respectivamente. Este
experimento indica que las abejas higiénicas tienen mediana edad, tienen experiencia en el trabajo con
la cria pero no necesariamente han comenzado a pecorear y teniendo en cuenta que en esta edad las
obreras se encuentran en las labores de construccion de panales podemos explicar el desencadene del
mecanismo de reconocimiento en los segmentos situados alrededor de laminas en construccion primero
que en el resto.

Si tomamos en consideracion la teoria de Gramacho y Spivak, 2003 y Arathi et al.; 2000 que
plantean que son las abejas entre 15 a 21 dias de edad las que realizan la labor de reconocimiento y
remocion de la cria enferma o muerta, entramos en la contradiccion de que segun las actividades que
realizan las abejas dentro de la colmena teniendo en cuenta su edad, después de los 18 dias comienzan
las tareas de guardiana, situacion que las lleva a no tener practicamente funcion en el reconocimiento
de las crias.

Sin embargo, como se observa en el resto de los valores posteriores, este comportamiento se
homogeniza en los 3 ambientes y no es hasta las 48 horas donde se define una diferencia significativa
entre las situadas entre cria abierta y lamina con las situadas alrededor de cuadros con miel y polen.
Esto puede explicarse con el hecho que encontr6 Rothenbuler et al., 1964 cuando constaté que las
obreras tardaban el mismo tiempo en remover 2000 larvas muertas que 100, por lo que sugirieron que
las abejas que se encuentran patrullando en la colmena son afectadas a la tarea de limpieza cuando se
requiere. Teniendo en cuenta que el caracter de remocion se encuentre presente en un porciento elevado
de la poblacion de la colmena este se desarrollard en mayor o menor medida.

En la Tabla No. 2 se observa el comportamiento teniendo en cuenta el ambiente que rodeaba al cuadro
pinchado.

Cuadro 2 39,30% 85,62% | 77,96% 97,76% | 90,73%
Cuadro 6 29,25% 96,84% | 77,47% | 100,00% | 99,21%
Cuadro 9 51,45% 93,25% | 71,06% 99,68% | 91,00%

%D: % de desoperculadas
%L: % de Limpieza

Al realizar un andlisis de la posicion dentro de la colmena nos podemos percatar de las diferencias que
se presentan entre las posiciones 2 y 9 con respecto a la posicion 6 (90.73%, 91.00% y 99.21%



respectivamente). Esto nos da la medida que la posicion central en la colmena garantiza un mayor
comportamiento higiénico tomado como factor Gnico de experimento.

A pesar de que como se observa, en la posicion 6 el reconocimiento de las celdas a las 3 horas fue bajo
con respecto a las otras 2 posiciones, después se homogeniza el mismo hasta que a las 48 horas ya se
marca la diferencia.

En la Tabla No.3 se aprecia el comportamiento teniendo en cuenta el estadio de larva pinchada.

Larvas 21,66% 96,70% | 72,81% | 100,00% | 91,24%
Pupa ojos blancos 44,40% 97,01% | 82,84% | 100,00% | 98,51%
Pupa ojos rosados 48,72% 84,95% | 71,68% 97,96% 90,82%

%D: % de desoperculadas
%L: % de Limpieza

En cuanto al estadio de la cria empleado en el pinchado, nos percatamos que existieron diferencias
significativas entre ellos, observandose que el mejor comportamiento se obtuvo cuando se emplearon
pupas de ojos blancos con un 98.51% de limpieza a las 48 horas, difiriendo del observado con las
larvas y las pupas de ojos rosados con un 91.24% y un 90.82% respectivamente.

Como se observa, desde las 3 horas de pinchadas las crias, el indicador de este caracter se mantuvo
como el mas elevado para la pupa de ojos blancos, mostrando un mayor estimulo provocado por este
estadio que por las larvas y las pupas de 0jos rojos sin tomar en cuenta el resto de los factores. En esto
no coincidimos con Spivak y Downey, 1998 que plantean que las pupas con ojos color rosa a purpura
(3 — 4 dias de operculado) es la mejor para evaluar CH.

Como se puede apreciar, los 3 factores tomados en cuenta para el estudio mostraron tener influencia en
la expresion del CH de las colmenas estudiadas. Al ser un estudio preliminar nos propone una
limitacion a la hora de realizar conclusiones definitivas al respecto. Por esta razon nuestro proximo
paso sera realizar una experiencia a gran escala en el campo.

Conclusiones

En las colmenas seleccionadas del CIAPI los mejores resultados de la expresién de comportamiento
higiénico se obtuvieron cuando:

v’ Las celdas pinchadas se encontraban alrededor de ldaminas en construccién y de cria abierta.

v’ Las celdas pinchadas se ubicaron en la posicion central de la colmena, cuadro No. 6 de las 3
posiciones estudiadas.

El estadio de la cria empleado fue el de pupas de ojos blancos.

Todos los factores estudiados tuvieron influencia en la expresién del comportamiento higiénico.

AN
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