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1.- INTRODUCCION

Actualmente la varroosis es el principal problema de |la apicultura a nivel
sanitario, tratdndose de la enfermedad de las colonias de abejas mds
importante, y la Unica que obliga a realizar un tratamiento sistemdatico de la
colmena para que los efectos del pardsito no influyan negativamente en el
rendimiento o incluso la viabilidad de la misma.

La varroosis estd causada por dcaros del género Varroa. Esta parasitosis
fue descritfa en Apis mellifera por primera vez a mediados del siglo XX,
asumiendo que el causante era la especie Varroa jacobsoni, que por
entonces parasitaba colonias de abejas de la miel asidticas, sobre todo la
especie Apis cerana. En los anos 60-70 se confirmod la aparicion de la varroosis
como una patologia incipiente de la abeja de la miel occidental Apis mellifera
y a finales de los anos 80 el pardsito ya se habia detectado en la mayor parte
de Europa, en el continente americano y norte de Africa, causando estragos
en las colmenas y enjambres silvestres a su paso. En Espana se detectd por
primera vez en 1985, pero en 1988 ya se podia encontrar en todo el territorio
peninsular y provocd una enorme pérdida de colmenas, entre el 30-50%. En la
actualidad, se considera que el dcaro mds virulento que parasita las colonias
de la abeja occidental Apis mellifera, que puede diferenciarse a nivel
morfoldgico y molecular de Varroa jacobsoni, pertenece a una nueva especie
bautizada como Varroa destructor, un nombre que refleja sus efectos sobre Ia
apicultura mundial.

Los problemas provocados por la varroosis se han acentuado en Espana
en los Ultimos anos. La dependencia de los acaricidas de sintesis ha transferido
a la apicultura el problema de la generacion de resistencias del pardsito a
estos productos.

Durante las Ultimas temporadas comienzan a ser demasiado frecuentes
los casos de infestaciones elevadas, de colmenas que necesitan mds de un
tfratamiento anual para confrolar el pardsito, e incluso noticias de mortalidad
de colmenas por la accién directa o indirecta de la varroosis, hechos que
vienen ocurriendo de forma recurrente.

Las materias activas mdas usadas desde la primera deteccion de Varroa
en 1985, han perdido progresivamente eficacia a causa de las estrategias del
pardsito para evadir la accion de estos productos. La persistencia de este
dcaro, confra el que nuestras abejas todavia no saben defenderse, sigue
comprometiendo en muchos casos el rendimiento de la apicultura e incluso la
supervivencia de nuestras colmenas. Es urgente instaurar métodos de lucha
contra Varroa mds perdurables y un uso mas racional de las materias activas
disponibles que nos ofrezcan garantias para seguir preservando la calidad de
los productos apicolas.
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Desde que a primeros de los 90 se detectaron los primeros casos de
resistencia al fluvalinato, quizds el producto mds usado contra la varroosis, se
han sucedido las evidencias de este hecho en la mayoria de los paises
europeos y en Estados Unidos. En nuestro pais se generalizdé el uso de este
piretroide en 1988 y cinco- seis anos después, tanto apicultores como técnicos,
ya constataron casos frecuentes de pérdida de eficacia, indicio muy probable
de la aparicién de dacaros tolerantes a este producto. Luego han seguido los
casos de resistencia al amitraz, el cumafds y la flumetrina, por citar las materias
activas de uso mds frecuente en el control de la varroosis.

Foto 1. Varroas sobre abejascelonia objeto de estudio
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2.- JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Segun los datos de la Subdireccion General de Productos Ganaderos
del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente de mayo de
2015, Castilla y Ledn es la comunidad autdbnoma que cuenta con mayor
numero de explotaciones inscritas en el Registro General de Explotaciones
Ganaderas, concretamente 4.546 explotaciones, lo que supone el 16,5% del
censo nacional de explotaciones apicolas. Sin embargo, mds del 88% de estas
explotaciones (4.013) son no profesionales, y Unicamente 533 explotaciones, el
11,7%, son profesionales, es decir, que estan constituidas por 150 colmenas o
mas.

Por otro lado, segun los datos proporcionados por la Consejeria de
Agricultura y Ganaderia de la Junta de Castilla y Ledn, dentro de nuestra
Comunidad Auténoma, Ledn es la provincia con mayor numero de
explotaciones apicolas registradas (1.537), pero cuenta con un censo de
40.289 colmenas. Sin embargo Salamanca, que Unicamente tiene 555
explotaciones apicolas, es la provincia que no sélo posee el mayor nUmero de
colmenas, alcanzando las 271.496, sino que ademds dispone del mayor
numero de apicultores profesionales, cerca del 70%, y que manejan alrededor
de 250.000 colmenas.

Otra caracteristica de las explotaciones apicolas de la provincia de
Salamanca es su cardcter eminentemente trashumante para aprovechar las
floraciones de ofras Comunidades Autbnomas, especialmente Extremadura y
Andalucia o del pais vecino Portugal. De las 555 explotaciones apicolas
registradas en Salamanca, 475 (el 86%) son trashumantes y mueven
anualmente el 99,50% del censo total, 270.148 colmenas.

El sector apicola se enfrenta a una dificil situacién sanitaria, con casos
muy frecuentes de infestaciones elevadas de las colonias de abejas por
Varroa, que provocan una elevada mortalidad de colmenas, ante la escasez
de medicamentos veterinarios presentes en el mercado para su control y la
falta de eficacia o aparicién de resistencias del pardsito a los productos
usados. A nivel general, se han descrito casos de acaros resistentes a todas las
materias activas mas utilizadas contra Varroa como fluvalinato, amitraz,
cumafds y flumetrina. Otfra problemdatica inherente al uso de acaricidas de
sintesis es la acumulacion de residuos de acaricidas en la cera de las colonias
de abejas.

Como consecuencia de la importancia de la actividad apicola en
Castilla y Ledn y dada la problemdtica sanitaria a la que se enfrenta el sector
apicola, se justifica perfectamente la ejecucion de un estudio de lucha frente
a la varroosis, realizado en colmena Layens, colmena utilizada por el 80% de los
apicultores espanoles y mayoritaria en Salamanca. El estudio se ha ejecutado
en esta provincia, que dispone del mayor nUmero de apicultores profesionales
y de colmenas y persigue que los resulfados permitan a los apicultores mejorar
la lucha contra esta parasitosis en sus explotaciones apicolas y mantener su
viabilidad.
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3.- OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Este estudio de campo en colmenas Layens abarca distintos aspectos
de la lucha frente a la Varroa:

1.- Ensayos de valoracion de la eficacia frente a la Varroa de distintos
principios activos (amitraz y cumafds) de los medicamentos veterinarios
autorizados por la Agencia Espanola del Medicamento y Productos Sanitarios
gue se han empleado en los Ultimos anos.

2.- Ensayos de valoraciéon de la reversion de la eficacia de sustancias
activas (fluvalinato) de medicamentos veterinarios que se emplearon hace
tiempo y frente a los que Varroa habria generado resistencia.

3.- Ensayos de campo para valorar la eficacia de productos orgdnicos
(Gcido oxdlico), adminisfrado en las colmenas de dos formas diferentes:
goteado y sublimado.

4.- Ensayos de campo para valorar la eficacia frente a la Varroa de
hongos entomopatdgenos (lucha bioldgical).

5.- Andlisis para valorar la liberacion de los principios activos de los
soportes usados en los medicamentos veterinarios autorizados (cumafos).

6.- Valoracion de la presencia de residuos de plaguicidas y de los
acaricidas empleados en la cera de las colmenas.

4.- MATERIAL Y METODOS

4.1.- Colmenas experimentales

Para readlizar este estudio se seleccionaron colmenas de una
explotacién apicola trashumante de la provincia de Salomanca, ya que se
trata de la provincia de nuestra Comunidad Autbnoma con mayor nUmero de
explotaciones apicolas profesionales y de colmenas censadas en el Registro
de explotaciones apicolas de Castilla 'y Ledn.

El control de la varroosis en el colmenar escogido se habia realizado
con un tratamiento de cumafés (Checkmite®) durante los anos 2011, 2012 y
2013, como Unico tratamiento administrado en otono y con un intervalo anual
enfre tratamientos. En 2014, el principio activo escogido para lucha contra la
Varroa fue el amitraz (Apitraz®), aplicado en el otono de este ano.
El historial de tratamientos aplicados frente a la Varroa en esta explotaciéon
apicola la hacia idénea para el estudio, ya que en ésta se habia utilizado
cumafds y amitraz para el control de la varroosis, siendo un ejemplo
representativo de la rotacién de principios activos que se ha efectuado en la
mayor parte de las explotaciones apicolas de Castilla y Ledn.
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Dentro de la explotacion se escogieron 40 colmenas pobladas tipo
Layens, que se asentaron en la finca experimental Munovela, de 70 hectdreas,
perteneciente al término municipal de Barbadillo, situada a 15 kildmetros de
Salamanca, propiedad de la Agencia Estatal Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas y gestionada por el Instituto de Recursos Naturales y
Agrobiologia de Salamanca, IRNASA-CSIC de Salamanca, que cuenta con
superficie de encinar y pastos y con charcas de agua, necesarias para cubrir
las necesidades de las abejas.

Foto 2. Disposicién del asentamiento del colmessdudio en finca adehesada

Para este estudio se establecieron 8 grupos de colmenas, constituido
cada uno por 5 colonias de abejas:

v' GRUPO I: usado para ensayar la eficacia del fluvalinato.
v GRUPO II: usado para ensayar la eficacia del amitraz.

v" GRUPO lII: usado para ensayar la eficacia del tratamiento con el
hongo entomopatégeno Tolypocladium cylindrosporum, cepa Tcl1.

v" GRUPO IV: usado para ensayar la eficacia del dcido oxdlico
goteado.

v" GRUPO V: usado para ensayar la eficacia del dcido oxdlico
sublimado.

v' GRUPO VI: usado como grupo de control o testigo para los
acaricidas de sintesis.

v" GRUPO VII: usado para ensayar la eficacia del fratamiento con el
hongo entomopatdégeno Tolypocladium cylindrosporum, cepa
Tc3398.

v" GRUPO VIiI: usado para ensayar la eficacia del cumafoés.



0i-h

Organismo Auténomo de
Empleo y Desarrollo Rural

Diputacién de Salamanca

“CSIC

NS LT B SATITOASEARS CHNTREAS
INSTITUTO DE RECURSOS NATURALES

| de Salamanca VACROBIOLOCIA (RAA

Diputaciéon

Foto 4. Imagen de dehesa alrededor del enm estudio en finca Mufiovela

En primavera, se llevaron a cabo unas pruebas preliminares para la
administracién de las dos cepas del hongo entomopatégeno Tolypocladium
cylindrosporum en las colmenas, al objeto de valorar la dosis y la via de
aplicacién de los mismos antes de comenzar este estudio global, que se realizé
en septiembre de 2015. Se ha escogido esta estaciéon del ano, el otono, al
objeto de reproducir fielmente en el campo, el momento y el estado en el que
se encuentran las colmenas cuando se readliza el fratamiento anual frente a
varroosis en las colmenas de Castilla y Ledn, entre septiembre y noviembre de
cada ano.

10
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Las colmenas experimentales se equiparon con fondos sanitarios, que
constan de una malla y un doble fondo, en el que se colocan unas I[dminas de
cartulina cuadriculadas impregnadas con vaselina filante donde se recogen y
retienen los restos de la colmena. Estas Idminas se renuevan periddicamente y
permiten posteriormente contar los dcaros Varroa caidos entre los residuos de
la colmena. Se contabilizaron las Varroas caidas en los fondos por el
tfratamiento acaricida ensayado y después durante la aplicacion del
acaricida de contraste. EIl método seguido para evaluar la eficacia estd
ampliamente reconocido en la bibliografia consultada y en nuestro caso,
ademds, se realiza un enjaulado de la reina para provocar ausencia de cria y
permitir que el acaricida de contraste consiga una eficacia méxima. El conteo
periddico de dcaros caidos se realizd hasta que los valores fueron minimos.

Foto 5. Caja experimental ieaadaptada con fondo sanitario

Foto 6. Fondo sanitario de colmena con laminadeulina impregnada con vaselina filante

11
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Las colmenas se aislaron del suelo, para evitar el humedecimiento de las
ldminas de cartulina por la lluvia y la interferencia de otros animales en los
resultados de Varroas caidas, utilizando ladrillos para elevarlas, ya que el uso
de hierros convencionales era incompatible con el sistema de apertura de los
fondos sanitarios de las colmenas experimentales. Cada grupo de colmenas
estaba separado del siguiente por un espacio suficiente para evitar la deriva
de abejas pecoreadoras.

L - = e R o e

Foto 7. Colmenas aisladas del suelo nreditadrillos

4.2.- Inspeccidn inicial de las colmenas

Antes de iniciar este estudio se efectud una inspeccion de todas las
colmenas, para valorar su estado y establecer el nivel de parasitacion inicial
de Varroa de las colonias con el fin de determinar su idoneidad para realizar
este estudio. En primer lugar, se midio la superficie de los panales ocupada por
cria.

Foto 8. Panal de una colmena con cria oplada
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Foto 10. Estimacion de los panalespados por cria operculada

La cantidad de cria fue obtenida mediante una estimacién subjetiva
del nUmero de dm?2de panal ocupados por cria de abejas, realizada siempre
por el mismo observador con la ayuda de una cuadricula de acetato
superpuesta al panal. Este valor fue transformado en nimero de celdillas
mediante la aplicacién del factor 380 celdillas/dm?2.
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En segundo lugar, se realizd una estimacion del porcentaje de
parasitacion de Varroa en la cria operculada, mediante la desoperculacion
de celdillas de cria y el conteo de los pardsitos presentes.

Actualmente, este método, no sdlo nos permite realizar un diagndstico
de Varroa en las colonias de abejas, sino que permite cuantificar el grado de
parasitacion de las mismas. Se frata de un método de facil aplicacion, que
consiste en desopercular con un cuchillo una zona de 10 cm. de un panal de
cria operculada, extraer las pupas y contar las Varroas existentes en esa cria.

Este método es mds fiable que otros, como el conteo de pardsitos sobre
las abejas adultas, ya que en ocasiones no es fdacil observar a simple vista las
Varroas adheridas a las abejas, ya que su cuerpo aplanado dorso
ventralmente les permite intfroducirse entre los anillos abdominales de la abeja.
Ademds, como un mecanismo de adaptaciéon frente al uso frecuente de los
acaricidas de contacto que actian Unicamente contra los dcaros que estdn
sobre las abejas adultas, el dcaro ha reducido el tiempo de la fase forética de
su ciclo biolégico, es decir, el tiempo que vive sobre las abejas adultas
alimentdndose de su hemolinfa antes de infroducirse en una celdilla de cria a
punto de ser operculada para iniciar su ciclo reproductivo, por lo que la
presencia de Varroa en su fase forética es algo menor y mds variable.

Foto 11. Desop#acion de celdillas de cria operculada
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Foto 12. Desopéacion de celdillas de cria operculada

Foto 13. Observacion de Varroa sobre cria reciésaperculada

Con los datos obtenidos sobre el porcentaje de parasitacién de la cria y
el nUmero de celdas de cria en cada colonia, se estimd la poblacién
aproximada de Varroa en el interior de la cria operculada en el momento
inicial del estudio.
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La segunda estimacion del nivel de parasitacion inicial de las colonias
de abejos fue la mortalidad natural previa. Se readlizaron controles de
seguimiento de la caida de Varroas en los fondos sanitarios durante dos
semanas antes de iniciar el estudio, ya que estos datos de infestacion previa
de las colonias son primordiales para establecer la viabilidad del ensayo.

En la siguiente grdfica se establece la relacion de la mortalidad natural
previa frente a la poblacion final de Varroa en las colmenas. Para ello, hemos
utilizado datos procedentes de la bibliografia consultada sobre otros ensayos
realizados con la misma metodologia, interpolando el menor y el mayor valor
de la mortalidad natural previa diaria obtenida en nuestro estudio,
representados en la grafica en color rojo.

RELACION MORTALIDAD NATURAL PREVIA
FRENTE A POBLACION FINAL DE VARROA

y=206,65x + 117,02
R*=10,934

6000

5000

4000 /
3000

Ee) /
2000

1000

N°de acarostotales

10,0 15,0 20.0 25,0 30.0

Mortalidad natural diaria

GRAFICA 1

El nUmero total de dcaros de las colmenas sometidas al estudio se
encontraban en el rango de 300-3.000 Varroas, excepto las colmenas n°® 36,
n° 37 y n° 40 del Grupo VI, aunqgue el estado general y el vigor inicial de las
colonias garantizaba la viabilidad del ensayo. Aunque la infestacion de Varroa
es algo superior al resto de los grupos, podemos considerar que la carga
parasitaria estd distribuida en una mayor poblacién de abeja y cria.
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Ademds, se anotaron otros datos representativos que pudieran ser
relevantes para el desarrollo del ensayo, como los panales ocupados por
abejas y las reservas de miel presentes en cada colmena.

Foto 15. Cuadro con polen de una colonia objet@staidio
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S5.- VALORACION DE EFICACIA DE LOS ACARICIDAS DE
SINTESIS

5.1.- Tratamiento con fluvalinato en las colmenas del Grupo |, con
amitraz las del Grupo Il y con cumafds las del Grupo VIII.
Seguimiento de la mortalidad de Varroa.

Tres grupos de 5 colmenas experimentales se dedicaron a evaluar la
eficacia en campo de los productos comerciales Apistan®, Apitraz® vy
Checkmite®, cuyas materias activas son fluvalinato, amitraz y cumafds
respectivamente. Se realizaron controles antes del tratamiento de las colonias
con estos acaricidas de sintesis sometidos al ensayo, para establecer la tasa
de mortalidad natural previa. Este dato pone de manifiesto el efecto del
acaricida mediante el confraste entre la mortalidad natural previa y la que se
produce después de colocar las tiras del producto ensayado.

Las colmenas del Grupo | recibieron un tratamiento acaricida contra la
varroosis con 2 tiras de fluvalinato, a las 5 colmenas del Grupo Il se les
administraron 2 firas de amitraz, y las colmenas del Grupo VIl se trataron con 2
tiras de cumafés, dejando las colmenas del Grupo VI, como control o testigo,
no administrdndoles ningun tratamiento confra Varroa durante el periodo de
tiempo en el que se frataron las colmenas de estos tres grupos.

Las tiras de los acaricidas fluvalinato y cumafds se suspendieron
mediante alambres, o directamente en el caso del amitraz, de la forma
recomendada para las colmenas Layens, entre los panales de cria a ambos
lados del nido, de tal forma que toda la superficie de la tira fuera accesible a
las abejas y se mantuvieron 42 dias en el interior de las colmenas de los Grupos
[, 11y VIII.

Foto 16. Colocacién de las tiras de fluvalinatowsra colonia objeto de estudio
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Foto 18. Colocacion ds taas de cumafds en una colonia objeto de estudio

Desde este momento se realizdé un seguimiento continuo de la caida de
Varroas afectadas por el acaricida y recogidas en los fondos sanitarios,
efectudndose a intervalos de 3-4 dias para facilitar el conteo durante los dias
de mayor mortalidad e impidiendo que se mezclaran con el detritus e
impurezas procedentes de la limpieza de la coimena.
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Foto 19. Retirada de lamdecartulina impregnada con vaselina filante

Se contabilizaron las Varroas recogidas en las [dminas del fondo de las
colmenas de los Grupos |, I, VI'y VIl en cada intervalo, usando una lupa con luz
para facilitar el conteo y contadores manuales que se comercializan para este
fin.
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Foto 20. Retirada de lamdecartulina impregnada con vaselina filante
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Fotos 21,22 y 23

. Laminascdrtulina retiradas de los fondos sanitarios
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Foto 24. Lupa para observar una lamie cartulina y contador manual
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Foto 25. Observacion con lupa de l&maina de cartulina de un fondo sanitario
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Fotos 26,27 y 28. Observacion con lup#édanas de cartulina de fondos sanitarios
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Fotos 29,30 y 31. Imagen de lamina deutima con Varroas y restos de la colmena
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5.2.- Retirada de los acaricidas probados: fluvalinato, amitraz y
cumafos

Transcurridos 42 dias después de haber introducido las 2 firas con
fluvalinato en las colmenas del Grupo |y las 2 tiras con amitraz y cumafds en
las colmenas de los grupos Il y VIII respectivamente, se procedid a la retfirada
de las tiras de contacto.

Foto 32. Momento deéregla de una tira del acaricida fluvalinato

Foto 33. Vista desde arriba de dos tiras con araitnates de ser retiradas
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Foto 34. Momento de retiradautha tira del acaricida cumafés

5.3.- Enjaulado de las reinas y aplicacion de un_acaricida de
contraste

Debido a la presencia de cria en las colonias de abejas, se procedié al
enjaulado de las reinas de las 5 colmenas de cada uno de los 3 grupos
sometidos al estudio para provocar una ausencia total de cria y exponer asi
progresivamente a los dcaros Varroa, que habian soportado la accién del
fluvalinato (Grupo 1), amitraz (Grupo ll) y cumafds (Grupo VIII), al acaricida de
contraste elegido.

Foto 35. Observacion dedaa en una de las colonias objeto de estudio
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Foto 36. Captura de la reina deule las colonias para su enjaulado

Foto 37. Observacimla reina en el interior de la jaula
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Fotos 38 y 39. Disposic&mnun panal de la jaula con la reina en su interior

En ese mismo momento se aplicd un acaricida de contraste,
escogiéndose el cumafds para los Grupos |y Il, tratados con fluvalinato y
amitraz respectivamente, y el amitraz para las colonias del Grupo VI (control) y
Grupo VI, tratadas con cumafds previamente. Para ello se utilizaron 2 tiras con
los principios activos elegidos en cada colmena, que se debian mantener
durante al menos 42 dias en el interior de las mismas o en todo caso hasta que
la caida de Varroa dejara de ser significativa. Las tiras se suspendieron entre los
panales, de tal forma que toda la superficie de la tira fuera accesible a las
abejas. Este segundo tratamiento, actuando en ausencia de cria debe
provocar la caida de todas las Varroas que superaron la accion del fluvalinato
en el caso del Grupo |, del amitraz en las coimenas del Grupo Il y del cumafds
en las del Grupo VII. Esta metodologia garantiza una gran fiabilidad y no
implica la destruccion de la colmena.

Foto 40. Tira de contraste de cumafés erctdsnias de los Grupos | y Il
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Foto 41. Tira de contrasteadeitraz en las colonias del Grupo VIII 'y Grupo VI

5.4.-Evaluacion de la eficacia de los acaricidas probados

Contabilizando las Varroas caidas en los controles realizados en las
colmenas a lo largo de todo el estudio hasta su finalizacién, se pudo
determinar el nUmero de Varroas totales presentes en las colonias de abejas. El
conocimiento de este dato, asi como las Varroas caidas durante la aplicacion
del fluvalinato en las colmenas del Grupo |, del amitraz en el las del Grupo Il y
del cumafds en las colmenas del Grupo VI permitieron evaluar la eficacia de
estos acaricidos.

De esta forma se pudo calcular la eficacia acumulada del fluvalinato,
amitraz y cumafds en todos los controles del estudio, como el cociente entre
las Varroas caidas durante la aplicaciéon de estos principios activos en las
colmenas de los Grupos |, Il y VIl respectivamente (42 dias) y las Varroas totales
contabilizadas en cada colmena durante los 109 dias en los que se llevd a
cabo un seguimiento de la mortalidad.

5.5.- Resultados y discusién del fluvalinato (Apistan®)

5.5.1.- Evolucion de las colmenas

Al comienzo del estudio todas las colmenas del Grupo | presentaban
actividad de cria, con una media en las 5 colmenas de 2,3 cuadros de cria, en
consonancia con su vigor y con la climatologia.

En la siguiente tabla se resumen los datos relativos al estado de las
colonias del Grupo | y del grupo VI (control) en el inicio del estudio,
inmediatamente antes de la colocacion de las tiras de fluvalinato. Los
pardmetros que se incluyen son los panales con cria, el nUmero aproximado
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de celdas de cria, las reservas de miel, la poblacion de abejas presentes; asi
como la presencia o ausencia de Varroa forética y de abejas con alas

deformadas.
GRUPO ESTUDIO | GRUPO CONTROL

COLMENA 1 2 3 4 5 26 27 28 | 29 | 30
Panales de cria 2 |25 3| 2| 2 |25| 3| 3|0 25
inicial
Celdillas con cria
operculada 4.085(3.040|4.750|4.750|5.795(4.323|7.600|7.790| O | 6.460
iniciales
Panales de miel 6 11 4 6 6 4 4 5 6 5
Panales con abeja 7 7 5 7 7 6 4 9 4 9
Varroa forética Si Si Si No | No | No Si Si No Si
Abejas con alas No | No Si No | No | No Si Si No Si
deformes

TABLA 1. Panales de cria inicial y celdillas con cria opeteda iniciales, panales de miel y
panales con abeja de las colmenas del Grupo | dilidio

Inicialmente en 3 de las 5 colmenas del Grupo | objeto del estudio, se
observaba Varroa forética sobre las abejas, concretamente las colmenas n° 1,
N° 2y n° 3 del Grupo |, y las colmenas n°® 27, n°® 28 y n° 30 del Grupo Control.
Asimismo, era evidente la presencia de abejas con alas deformadas vy
abdomen mds reducido en algunas de las colmenas, especialmente en la
colmena n° 3 (perteneciente al Grupo ) y las colmenas n° 27, n° 28 y n° 30
(incluidas en el Grupo VI de confrol). Respecto a los pardmetros poblacionales,
podemos considerar que son comparables los datos de los dos grupos,
exceptuando el caso de |la colonia n°® 29.
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A lo largo del estudio no se ha observado ningun efecto adverso sobre
las colonias a causa de la aplicacidon del tratamiento acaricida con
fluvalinato, objeto de estudio.

5.5.2.- Evolucion de la mortalidad de Varroa

En la Grdfica 2 se han representado los valores medios de la mortalidad
de Varroa en cada periodo de seguimiento, tanto del Grupo | (media de las 5
colmenas), como del Grupo Control (media de 5 colmenas).

EVOLUCION DE LA MORTALIDAD DE VARRQA GRUPO |
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GRAFICA 2

El valor a tiempo cero corresponde a la mortalidad natural previa. Los
siguientes puntos hasta el dia 42, representan la mortalidad media después de
colocar en las colmenas las tiras de fluvalinato, y el resto, desde el dia 55 hasta
el final se debe al efecto del acaricida de contraste, cumafds en este caso,
que nos sirve para estimar la eficacia.

El aumento de la mortalidad después de colocar las tiras de fluvalinato
pone de manifiesto su efecto sobre las Varroas foréticas, que son las accesibles
al acaricida en cada intervalo. Una parte de las hembras de Varroa que
estaban dispuestas a entrar en las celdillas de cria en los dias siguientes a la
colocacién de las tfiras se vieron afectadas por el acaricida de contacto y se
recogieron en los fondos sanitarios, de ahi el pico en la mortalidad de las
Varroas que se alcanza el dia 11 fras iniciar el ensayo.

Los dcaros que al inicio del tratamiento se encontfraban dentro de la
cria operculada estaban protegidos de su efecto hasta la emergencia de la
abeja. El acaricida va actuando sobre las hembras de Varroa conforme salen
de las celdillas de cria. Aproximadamente a los 12 dias tras la aplicacion, ya
han nacido todas las abejas de las celdas de cria operculada existentes en el
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momento de colocar las tiras del producto, por lo que todas las Varroas
pueden tener contacto con el acaricida. El efecto del producto sobre las
Varroas en este momento se evidencia en la grdfica con una mortalidad que
se mantiene elevada hasta el dia 18 del estudio. Posteriormente la mortalidad
va decreciendo de forma progresiva conforme el principio activo va
actuando sobre la Varroa que emerge de la cria de abeja.

La evolucion de la mortalidad en el Grupo Confrol traza un perfil
descendente hasta los 42 dias debido a la disminucién de la cantidad de cria
durante este periodo. A partir del dia 55, momento en el que se introduce el
acaricida de contraste, se produce un pico de mortandad, que pone de
manifiesto la efectividad del amitraz y su idoneidad para utilizarse como
producto de confraste en el estudio.

EVOLUCION DE LA MORTALIDAD DE VARROA GRUPO |
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GRAFICA 3

En la Grdfica 3 se han representado los valores medios normalizados de
la mortalidad de Varroa expresados en porcentaje en cada periodo de
seguimiento, de las 5 colmenas del Grupo | y del Grupo Control. Al igual que
en la grdfica anterior, el valor a tiempo cero se corresponde con la mortalidad
natural previa. Los siguientes puntos hasta los 42 dias representan la mortalidad
media después de colocar en las colmenas las tiras de fluvalinato, y el resto
desde el dia 55 al efecto del acaricida de contraste (cumafos).

5.5.3.- Eficacia del fluvalinato (Apistan®)

En la Grdfica 4 se ha representado la eficacia media acumulada en
cada intervalo de las colmenas que integran el Grupo | del estudio,
alcanzdndose a las 6 semanas del tratamiento con el producto, una eficacia
media de 70,20%.
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EFICACIA MEDIA ACUMULADA DE FLUVALINATO
(APISTAN®)
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GRAFICA 4

En la Grdfica 5 se ha representado la eficacia acumulada de cada una
de las 5 colmenas del Grupo | para poder apreciar las diferencias en la

evolucidon de la eficacia del acaricida.
EFICACIA ACUMULADA DE FLUVALINATO (APISTAN ©®)
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Las diferencias entre las colonias se dan en los valores de cada
intervalo. Se puede comprobar que a las 6 semanas de la aplicacidon del
producto, la eficacia se sitUa en un rango entre el 48,35% (valor mds bajo
correspondiente a la colmena n° 3) y el 93,52% (valor mds elevado
correspondiente a la colmena n® 1). En las colmenas n° 2, n°® 4 y n° 5 la eficacia
obtenida es de 62,96%, 69,80% y 76,40% respectivamente, situdndose la media
de las 5 colmenas en un 70,20%. Esta variabilidad se ha observado en
anteriores ensayos de acaricidas cuando se han presentado problemas de
eficacia.

En todas las colmenas tratadas con fluvalinato se observa una eficacia
que estd muy por debajo del valor 6ptimo recomendable para el control de la
varroosis, que se ha establecido por convenio en un 95%. Sélo la coimena n® 1,
se acerca a este valor 6ptimo de eficacia (93,52%) y tiene una curva
ascendente tipica, tal como se observa en la Gréfica 6.
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Sin embargo, en la colmena n° 3 la eficacia es muy baja, y la grafica
correspondiente muestra un aplanamiento, caracteristico en los casos de
resistencia a un principio activo por parte de Varroa, tal como se observa en la
Grdfica 7.
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En la siguiente tabla se presentan los valores de la poblacién de Varroa
total al final del estudio y la eficacia alcanzada a las 6 semanas de aplicar el
fluvalinato (Apistan®)en las colimenas del Grupo .

GRUPO ESTUDIO | FLUVALINATO (APISTAN ©)
COLMENA C\Z/SEIIQ:(BG\S/ACI:_'IA\ILI?A??) POB&QS?QRE?ATAL EFICACIA (%) A 42 DIAS
1 577 617 93,52
2 430 683 62,96
3 440 910 48,35
4 171 245 69,80
5 246 322 76,40
Media £ desv. 373 +163 555 + 272 70,20 + 16,67

TABLA 2. Varroas caidas con fluvalinato, poblacién total 8&arroa y eficacia en las

colmenas a los 42 dias en el Grupo |

En anteriores ensayos también se ha detectado otro factor que afecta
negativamente a la eficacia de los acaricidas. La eficacia tiende a ser menor
en las colmenas con un nivel de parasitacion bajo. Esta tendencia sin
embargo, ni siquiera se manifiesta en el estudio del fluvalinato, al ser la
colmena n° 3, precisamente la mds parasitada de enfre las 5 colmenas
sometidas al ensayo, la que muestra la eficacia mdas baja del producto a los 42
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dias. De todas formas, las poblaciones de Varroa encontradas se hayan dentro
del rango o6ptimo para realizar este tipo de ensayos, con un minimo de
alrededor de 300 dcaros y un mdximo por encima del umbral de danos.

5.5.4.- Conclusiones

En el Grupo | de colmenas sometido a este estudio, el fluvalinato
(Apistan®) no ha mostrado una buena eficacia confra la varroosis.

A la vista de los resultados de este ensayo, creemos que la explicacion
mas plausible para esta baja eficacia del fluvalinato se debe a la resistencia
de Varroa a este principio activo.

El fluvalinato ha sido la materia activa mds utilizada en Espana contra la
varroosis. Se usd durante bastantes anos para el control de Varroa destructor
desde que enfrd en la peninsula ibérica en 1985, al principio de forma
artesanal y posteriormente a través del producto Apistan®, medicamento
veterinario autorizado por la Agencia Espanola de Medicamentos y Productos
Sanitarios. A partir de 1996 se describieron los primeros casos de resistencia de
Varroa a este principio activo. No obstante, al realizar este ensayo se queria
comprobar si se habia producido una “reversion de la eficacia” del fluvalinato,
gue permitiera recuperar la accion de este acaricida después de suspender su
utilizaciéon radicalmente durante cierto tiempo.

A pesar de que en las colmenas seleccionadas para el estudio no se
habia controlado la varroosis con fluvalinato desde hacia muchos anos, no se
ha conseguido la reversion de la eficacia de la molécula y en consecuencia
no se ha recuperado la eficacia del fluvalinato a pesar de los anos que ha
estado en desuso. Esta molécula se detecta frecuentemente en la cera, como
puede comprobarse tfambién en el apartado dedicado al andlisis de residuos
del presente trabajo, y esta persistencia no favorece la reversion de la
eficacia. Otro factor implicado es la dispersion de dacaros resistentes entre
apiarios de distintos apicultores, desde colmenas muy parasitadas a otras
sanas, a fravés de la deriva y el pillgje.

5.6.- Resultados y discusién del amitraz (Apitraz®)

5.6.1.- Evolucion de las colmenas

Al comienzo del estudio todas las colmenas del Grupo Il presentaban
actividad de cria, con una media en las 5 colmenas de 2,3 cuadros de cria, en
consonancia con su vigor y con la climatologia.

En la siguiente tabla se resumen, los datos relativos a la cria de las
colmenas del Grupo Il y del grupo VI control en el inicio del estudio, antes de
colocar las firas de amitraz, las reservas de miel y la poblacion de abejas
presentes; asi como la presencia de Varroa foréfica y de abejas con alas
deformadas.
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GRUPO ESTUDIO 1l GRUPO CONTROL

COLMENA 6 7 8 9 10 26 27 28 [ 29| 30
Panales de cria 3 1 22115 3 |25 3| 3|0/ 25
inicial
Celdillas con cria
operculada 8.45514.085|4.180(3.135| 5.510 [4.323|7.600|7.790| 0O | 6.460
iniciales
Panales de miel 4 4 6 7 6 4 4 5 6
Panales con abeja 5 4 4 8 8 6 4 2 4 9
Varroa forética No Si No | No Si No Si Si | No Si
Abejas conalas |\, | | No | No | No | No | si | si | Nol| si
deformes

TABLA 3. Panales de cria inicial y celdillas con cria opetada iniciales, panales de miel
y panales con abeja de las colmenas del Grupo lieudio.

Inicialmente en 2 de las 5 colmenas del Grupo Il objeto del estudio, se
observaba Varroa forética sobre las abejas, concretamente las colmenas n° 7
y n° 10 del Grupo Il. Asimismo, era evidente la presencia de abejas con alas
deformadas Unicamente en la colmena n° 7. Los pardmetros productivos de
los dos grupos indican que las colmenas se hallan en un estado comparable.

Durante el ensayo no se ha observado ningun efecto adverso sobre las
colonias a causa de la aplicacion del fratamiento acaricida con amitraz.

5.6.2.- Evolucion de la mortalidad de Varroa

En la Grdfica 8 se han representado los valores medios de la mortalidad
de Varroa en cada periodo de seguimiento, tanto del Grupo Il (media de las 5
colmenas), como del Grupo Control (media de 5 colmenas).

El valor a tiempo cero corresponde a la mortalidad natural previa. Los
siguientes puntos hasta el dia 42, representan la mortalidad media después de
colocar en las colmenas las tiras de amitraz, y el resto, desde el dia 55 hasta el
final se debe al efecto del acaricida de contraste, cumafds en este caso, que
nos sirve para estimar la eficacia.
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El aumento de la mortalidad después de colocar las tiras de amitraz
pone de manifiesto su efecto sobre las Varroas foréticas. Al igual que en ofros
casos, se alcanza un mdaximo durante los primeros 12-15 dias, en este caso 11
dias después. El acaricida va actuando sobre las hembras de Varroa conforme
salen de las celdillas de cria. Entre 12 y 15 dias fras la aplicaciéon, ya han
nacido todas las abejas y zdnganos de las celdas de cria operculada
existentes en el momento de colocar las tiras del producto, por lo que todas las
Varroas pueden contactar con el acaricida. Después, la mortalidad va
decreciendo hasta la aplicacion del acaricida de confraste, en la que
experimenta un ligero repunte, menor que en el caso del fluvalinato, lo que ya
nos indica que este producto ha tenido una mejor eficacia.

Se han incluido los datos de las colonias del Grupo Control para obtener
el contfraste entre mortalidad natural y la debida al fratamiento.

La evolucion de la mortalidad en el Grupo Confrol traza un perfil
descendente, como se espera en colonias no fratadas. A partir del dia 55,
momento en el que se infroduce el acaricida de contraste, se produce un pico
de mortandad, que pone de manifiesto la efectividad del amitraz y su
idoneidad para utilizarse como producto de contraste en el estudio.

En la Grdfica 9 se han representado los valores medios normalizados de
la mortalidad de Varroa expresados en porcentaje en cada periodo de
seguimiento, de las 5 colmenas del Grupo Il y del Grupo Conftrol. Al igual que
en la grdfica anterior, el valor a tiempo cero se corresponde con la mortalidad
natural previa. Los siguientes puntos hasta los 42 dias representan la mortalidad
media después de colocar en las colmenas las tiras de amitraz, y el resto desde
el dia 55 al efecto del acaricida de confraste (cumafds).

38



. b E': Diputacion £ Cs lc EE

Organismo Auténomo de
Empleo y Desarrollo Rural

Diputacion de Salamanca

INSTITUTO DE RECURSOS NATURALES

: de Salamanca ¥ AGROBIOLOGLA (IRKASA)

EVOLUCION DE LA MORTALIDAD DE VARROA GRUPO Il
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5.6.3.- Eficacia del amitraz (Apitraz®)

En la Grdfica 10 se ha representado la eficacia media acumulada de
las colmenas que infegran el Grupo Il del estudio, alcanzdndose a las 6
semanas del tratamiento con el producto, una eficacia media de 89,72%.
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En la Grdfica 11 se ha representado la eficacia acumulada de cada
una de las 5 colmenas del Grupo Il para poder apreciar las diferencias en la
evolucion de la eficacia del acaricida.

EFICACIA ACUMULADA DE AMITRAZ (APITRAZ®)
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Las diferencias entre las colonias se dan en los valores de cada
intervalo. Se puede comprobar que a las é6 semanas de la aplicacion del
producto, la eficacia se sitUa en un rango entre el 80,85% (valor mdas bajo
correspondiente a la colmena n° 7) y el 96,75% (valor mds elevado
correspondiente a la colmena n°® 9). En las colmenas n° 46, n° 8 y n° 10 la
eficacia obtenida es de 82,65%, 96,34% y 91,98% respectivamente, situdndose
la media de las 5 colmenas en un 89,72%.

En 2 de las colmenas tratadas con amitraz se observa una eficacia que
supera el 95%, valor o6ptimo necesario para el control de la varroosis,
presentando el resto de las colmenas del Grupo Il una eficacia inferior a este
porcentagje.

En este grupo de ensayo del amitraz encontramos colmenas con una
respuesta muy buena al principio activo, como la n® 8 (96,34%) y n° 9 (96,75%).
que presentan curvas ascendentes muy marcadas, tal como se observa en la
Grdfica 12. En estas dos colmenas se llega a una eficacia mayor del 95%
alrededor de los 30 dias, que es la situacion tipica que nos hemos encontrado
en otros ensayos cuando el producto se comporta adecuadamente.
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La colmena n° 7 muestra la eficacia mas baja de las colmenas de su
grupo, y aunque la grdfica presenta una curva ascendente, esta no es tan
marcada como en el caso anterior descrito, especialmente a partir del dia 18,
tal como se observa en la Grdfica 13. En el caso de las colmenas n° 6 y n° 7,
tanto el perfil de la curva como el valor de la eficacia a los 42 dias revelan un
comportamiento diferente del resto de las colmenas, con un control
insuficiente de la poblacion del pardsito, seguramente por la manifestacion de
una folerancia incipiente de las Varroas al principio activo.
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En la siguiente tabla se presentan los valores de la poblacién de Varroa
total al final del estudio y la eficacia alcanzada a las 6 semanas de aplicar 2
tiras de amitraz en las colmenas del Grupo Il. Como podemos observar, todas
las colonias presentan una poblacién de Varroa idénea para la realizacion de
ensayos de eficacia. Aunque la eficacia media estd por debajo del valor
optimo, se acerca al 90% y teniendo en cuenta los resultados globales no se
puede considerar del todo insuficiente para el control de Varroa.

GRUPO ESTUDIO Il AMITRAZ (APITRAZ ®)
COLMENA VA'cqu[\cj)':nglp?zAs POB&'EASIEQRB%TAL EFICACIA (%) A 42 DIAS
6 262 317 82,65
7 477 590 80,85
8 606 629 96,34
9 954 986 96,75
10 1.090 1.185 91,98
Media * desv. 678 £ 341 741 £ 344 89,72 +£7,54

TABLA 4. Varroas caidas con amitraz, poblacién total de Maary eficacia en las
colmenas a los 42 dias en el Grupo |l

5.6.4.- Conclusiones

En el Grupo Il de colmenas sometido a este estudio, el amitraz (Apitraz®)
ha mostrado una buena eficacia contra la varroosis, a pesar de que no se
alcanza el valor éptimo del 95%.

A la vista de los resultados de este ensayo, podemos concluir que el
amitraz puede ser una molécula eficaz para el control de la varroosis en
algunas colmenas del apiario, aunque en ofras la eficacia serd menor y se
necesitard realizar un seguimiento de su efectividad y en su caso aplicar ofros
métodos de control frente a la Varroa.

5.7.- Resultados y discusién del cumafés (Checkmite®)

5.7.1.- Evolucion de las colmenas

Al comienzo del estudio todas las colmenas del Grupo VIl presentaban
actividad de cria, con una media en las 5 colmenas de 2,9 cuadros de cria, en
consonancia con su vigor y con la climatologia.

42



0i-Da

Organismo Auténomo de
Empleo y Desarrollo Rural

Diputacion de Salamanca

I Diputacion : c s lc Gm

INSTITUTO DE RECURSOS NATURALES

& de Salama nca ¥ AGROBIOLOGLA (IRNASA)

En la siguiente tabla se resumen, los datos relativos a la cria de las
colmenas del Grupo Vil y del grupo VI control en el inicio del estudio, antes de
colocar las firas de cumafos, las reservas de miel y la poblacion de abejas
presentes; asi como la presencia de Varroa foréfica y de abejas con alas
deformes.

GRUPO ESTUDIO VIiI GRUPO CONTROL

COLMENA 36 | 37 | 38 | 39 | 40 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30

Panales de cria 2 | 25| 3 | 25| 45| 25| 3 3 0 | 25

inicial

Celdillas con cria

operculada 6.17515.890[9.690|5.700(7.79014.323|7.600|7.790| O 6.460
iniciales

Panales de miel 8 6 8 7 8 4 4 5 6 5

Panales con abeja| 8 8 8 8 8 6 4 9 4 9

Varroa forética No | No | No Si Si No Si Si No Si

Abejas con alas

No | No | No Si No | No Si Si No Si
deformes

TABLA 5. Panales de cria inicial y celdillas con cria opeteda iniciales, panales de miel
y panales con abeja de las colmenas del Grupo \dil estudio.

Inicialmente en 2 de las 5 colmenas del Grupo VIII objeto del estudio se
observaba Varroa forética sobre las abejas, concretamente las colmenas n° 39
y n° 40. Asimismo, era evidente la presencia de abejas con alas deformadas y
abdomen mds reducido en la colmena n° 39. Las colonias de este grupo
presentaban una poblacién de abeja y cantidad de cria algo superior a las
colmenas control y, en general, su vigor superaba ligeramente a las de la
mayoria de los grupos.

Al retirar las tiras de cumafds, cuya eficacia se pretendia estimar, se
observé un efecto negativo sobre las abejas, con un despoblamiento evidente
de las colonias del Grupo VIl tratadas, asi como elevada presencia de abejas
con alas deformes, incluso en la piquera de algunas de las colmenas, y
excesiva Varroa en su fase forefica.
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Foto 43. Observacién de presencia de abejas canddformes y Varroa forética

5.7.2.- Evolucion de la mortalidad de Varroa

En la Grdafica 14 se han representado los valores medios de la mortalidad
de Varroa en cada periodo de seguimiento del Grupo VIl (media de las 5
colmenas) y del Grupo Control (media de 5 colmenas).

El valor a tiempo cero corresponde a la mortalidad natural previa. Los
siguientes puntos hasta el dia 42, representan la mortalidad media después de
colocar en las colmenas las tiras de cumafos, y el resto, desde el dia 55 hasta
el final se debe al efecto del acaricida de contraste, amitraz en este caso, que
nos sirve para estimar la eficacia.

EVOLUCION DE LA MORTALIDAD DE VARROA GRUPO VIII
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El aumento de la mortalidad después de colocar las tiras de cumafds
demuestra su efecto sobre las Varroas foréticas, que se encuentran expuestas
al acaricida en cada tramo temporal. Como es de esperar, la mayor caida de
dcaros se produce en los 15 primeros dias y en este grupo es mds acusada por
la mayor infestacion de las colonias. El efecto del producto sobre Ias Varroas
en este momento se evidencia en la grafica con un pico de mortalidad que se
mantiene hasta el dia 18 del estudio y que contrasta significativamente con los
valores de mortalidad del grupo conftrol. A partir de las 3 semanas del estudio
la tasa de mortalidad va disminuyendo, aunque se observan ligeros
incrementos de mortalidad los dias 25, 33 y 40, dando una imagen de diente
de sierra.

En la Grdfica 15 se han representado los valores medios normalizados de
la mortalidad de Varroa expresados en porcentaje en cada periodo de
seguimiento, de las 5 colmenas del Grupo Vil y del Grupo Confrol. Al igual que
en la grafica anterior, el valor a tiempo cero se corresponde con la mortalidad
natural previa. Los siguientes puntos hasta los 42 dias representan la mortalidad
media después de colocar en las colmenas las tiras de cumafds, y el resto
desde el dia 55 al efecto del acaricida de contraste (amitraz).
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5.7.3.- Eficacia del cumafos (Checkmite®)

En la Grdfica 16 se ha representado la eficacia media acumulada de
las colmenas que integran el Grupo VIII del estudio, alcanzdndose a las 6
semanas del fratamiento con el producto, una eficacia media de 78,48%.
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EFICACIA MEDIA ACUMULADA DE CUMAFOS (CHECKMITE®)
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En la Grdfica 17 se ha representado la eficacia acumulada de cada
una de las 5 colmenas del Grupo VIl para poder apreciar las diferencias en Ila
evolucion de la eficacia del acaricida.
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Las diferencias entre las colonias se dan en los valores de cada
intervalo. Se pueden observar unas grdficas muy similares en todas las
colmenas, que demuestran un comportamiento homogéneo de todo el grupo
frente al cumafds. A las 6 semanas de la aplicaciéon del producto, la eficacia
se siftUa en un rango entre el 72,82% (valor mdas bajo correspondiente a la
colmena n° 38) y el 85,50% (valor mds elevado correspondiente a la colmena
n° 37). En las colmenas n° 36, n° 39 y n° 40 la eficacia obtenida es de 82,74%,
74,34% vy 76,98% respectivamente, situdndose la media de las 5 colmenas en un
78,48%.

En todas las colmenas tratadas con cumafds se observa una eficacia
qgue no alcanza el valor éptimo necesario para el control de la varroosis,
establecido por convenio en un 95%.

Ni siquiera la colmena n° 37, de la que se ha obtenido mejor respuesta a
este principio activo (85,50% de eficacia), alcanza este porcentaje, tal como
se observa en la Grdfica 18.

EFICACIA ACUMULADA DE CUMAFOS COLMENA 37
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GRAFICA 18

La colmena n° 38 muestra la eficacia mds baja de las colmenas de su
grupo, y aungue la grdfica presenta una curva ascendente, esta no es tan
marcada como en el caso anterior descrito, especialmente a partir del dia 18,
tal como se observa en la Grdfica 19.
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En la siguiente tabla se presentan los valores de la poblacion de Varroa
total al final del estudio y la eficacia alcanzada a las 6 semanas de aplicar el
cumafds en las colimenas del Grupo VII.

GRUPO ESTUDIO VIIl CUMAFOS (CHECKMITE®)
COLMENA Vé%IT\jO(?\SMC:ggéS POB&? (\-:/IA?F\"\IRE?ATAL EFICACIA (%) A 42 DIAS
36 2.919 3.528 82,74
37 2.577 3.014 85,50
38 2.034 2.793 72,82
39 2.199 2.958 74,34
40 3.261 4.236 76,98
Media * desv. 2.598 + 505 3.305 £ 588 78,48 £5,45

TABLA 6. Varroas caidas con cumafés, poblacién total de \G&ry eficacia en las

colmenas a los 42 dias en el Grit

Todos los valores de eficacia son insuficientes para el control efectivo de
Varroa, estdn claramente por debajo del valor éptimo y todas las colmenas
presentan curvas de mortalidad muy semejantes. Estos datos sugieren la
presencia de dacaros resistentes al principio activo. Si tenemos en cuenta la
poblacion de Varroa al inicio del ensayo y el vigor de las colonias de este
grupo, podemos considerar que tenian condiciones adecuadas para el

estudio.

En la bibliografia consultada se ha sugerido un valor umbral de
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referencia de 3.000 dcaros para estos estudios, de todas formas este valor
siempre hay que relacionarlo con el estado de las colonias y éstas
presentaban un estado inicial adecuado.

Estos resultados estdn en consonancia con los obtenidos durante el
ofono de 2015 en la Comunidad Valenciana por la Agrupacion de Defensa
Sanitaria apiADS con el producto Checkmite®, cuya eficacia media se ha
siftuado en forno al 70%. Ademdas, una gran mayoria de los apicultores que han
usado este acaricida durante la Ultima campana de tratamiento de apiADS
contra la varroosis, han observado una eficacia claramente insuficiente y en
Nno pocos casos se han constatado efectos graves de parasitacion por Varroa
en el momento de retirar las firas. Ofro efecto constatado por los Servicios
Técnicos de apiADS ha sido la acentuacion de los efectos téxicos del cumafds
sobre las abejas, con una pérdida acusada de abejas durante el tratamiento.

5.7.4.- Conclusiones

En el Grupo VIl de colmenas sometido a este estudio, el cumafds
(Checkmite®) no ha mostrado una buena eficacia contra la varroosis.

Analizando los resultados de este ensayo, creemos que éste es el
comienzo de una falta de sensibilidad o de resistencia de Varroa destructor al
cumafds, posiblemente como consecuencia de su utilizacion durante anos
para el control de la varroosis sin realizar una correcta rotacion de principios
activos.
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6.- VALORACION DE EFICACIA DE PRODUCTOS ORGANICOS:
ACIDO OXALICO

6.1.- Tratamiento con dcido oxdlico goteado en las colmenas del
Grupo IV y con dcido oxdlico sublimado las del Grupo V

Se readlizé un primer control antes del tratamiento de las colonias
sometidas al ensayo con el dcido oxdlico, tanto en su aplicacidon goteada
como sublimada, al objeto de establecer la tasa de mortalidad natural previa.
Este dato pone de manifiesto el efecto del acaricida mediante el contraste
entre la mortalidad natural previa y la que se produce después de administrar
el producto ensayado, dcido oxdlico en este caso.

Las colmenas del Grupo IV recibieron un fratamiento acaricida contra la
varroosis mediante el goteo sobre las abejas de un jarabe de azicar con
dcido oxdlico, con una metodologia similar a la consultada en la bibliografia.
Asumiendo que en la actualidad existe un producto autorizado en Espana que
se aplica con este método, el Ecoxal® hemos elegido ensayar una
formulacion diferente usada ampliamente en la bibliografia consultada para el
control de la varroosis, al objeto de facilitar la comparaciéon con los resultados
de ofros paises europeos. Se prepard una disolucion de sacarosa en agua al
50% vy luego se anadié dcido oxdlico de pureza 99% a razdn de 45 gramos por
litro de jarabe. Mediante una jeringuilla de alimentacién que facilita el
goteado, se administraron 50 cc de este jarabe con oxdlico por colmena,
aproximadamente 5 cc sobre las abejas a través del espacio entre panales
(paso de abeja). La administracion de dcido oxdlico disuelto en un jarabe con
azUcar al 50% aumenta su eficacia, ya que favorece su distribucidon entre las
abejos.

Foto 44. Imagen de solucion azucarada de acidoicxdlara su administracion
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Se realizé una primera aplicacidn en presencia de cria operculada para
evaluar su accién acaricida en estas condiciones. A continuacidn, se procedid
al enjaulado de las reinas de este grupo y 23 dias después, se repitid la
administracién de dacido oxdlico en las colmenas del Grupo IV, con la misma
sistemdtica y la misma dosis, pero en esta ocasidon las colmenas tenian
ausencia total de cria tras haber bloqueado la puesta de la reina.

Foto 45. Administracion de acido oxalgmteado

Las colmenas del Grupo V se sublimaron con dcido oxdlico a los 23 dias
de haber enjaulado las reinas. Para realizar esta sublimacion se utilizd dcido
oxdlico con una pureza del 99% y un sublimador profesional.

Es necesario recordar la toxicidad del humo del dcido oxdlico
sublimado que se genera para la persona que lo administra, por lo que se
adoptaron las medidas necesarias, utilizando una mdscara integral, que
protege los ojos, nariz y boca, y que incluye filtros especificos para dcidos
orgdanicos.

Foto 46. Sublimador de acido oxalico y mascarititeegral de proteccién frente a acidos organicos
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La sublimacidén es el proceso que consiste en el cambio de estado de
sélido al estado gaseoso sin pasar por liguido al someterlo a una elevada
temperatura. Tras someter al dcido oxdlico a una temperatura elevada de
600°C durante 4-5 minutos comienza a sublimarse. Después es necesario
mantener una temperatura de 200°C para conseguir que la sublimacion sea
constante, a razon de 0,5 m3/minuto. Para evitar que se produjera algun
efecto tdxico sobre la colonia se administraron 2 g/colmena, sublimando cada
colmena durante aproximadamente un minuto.

Foto 47. Imagen del sublimador de acido oxalicaakando la temperatura adecuada para sublimar

Foto 48. Preparacion del sublimador de ao@lico para su administracion en las colmenas
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Posteriormente, a la semana se volvié a administrar dcido oxdlico
sublimado a las 5 colmenas del Grupo V, siguiendo el mismo protocolo de
actuacion.

Foto 49. Administratide acido oxalico sublimado a una colmena

6.2.- Seguimiento de la mortalidad de Varroa

Se contabilizaron las Varroas recogidas en las I&minas del fondo de las
colmenas de los Grupos IV y V en cada intervalo, usando una lupa con luz
para facilitar el conteo y contadores manuales.
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Foto 50. Lamina de cartulina retirada die fondo sanitario de una colonia del Grupo IV
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Foto 53. Observacién de Varroa en ldanile cartulina retirada de un fondo sanitario
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Foto 54. Imagen de lamina deuina con Varroas y restos de la colmena

6.3.- Aplicacién de un acaricida de contraste

A la semana de administrar el segundo tratamiento de dcido oxdlico
goteado en las colmenas del Grupo IV y a los 12 dias de haber sublimado por
primera vez el dcido oxdlico en las colonias del Grupo V, en ambos grupos se
administré un acaricida de contraste, eligiéndose el cumafds en este caso.
Para ello se infrodujeron 2 tiras con este principio activo en cada colmena,
suspendidas mediante alambres, de la forma recomendada para las
colmenas Layens, de forma que toda la superficie de la tira fuera accesible a
las abejas, y se mantuvieron durante 42 dias en el interior de las mismas.

Foto 55. Tira de conteasie cumafés en las colonias de los Grupos IVy V
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Las reinas de las colonias de ambos grupos se mantuvieron enjauladas
durante 23 dias, por lo que este fratamiento de contraste, actuando en
ausencia de cria debe provocar la caida de todas las Varroas que superaron
la accién del acido oxdlico goteado en el caso del Grupo IV y del acido
oxdlico sublimado en las colmenas del Grupo V. Este método es muy fiable y
no implica la destrucciéon de la colmena.

6.4.-Evaluacion de la eficacia de las dos formas de administracion
de acido oxdlico probado.

Contabilizando las Varroas caidas en los controles realizados en las
colmenas a lo largo de todo el estudio hasta su finalizacidon, se pudo
determinar el nUmero de Varroas totales presentes en las colonias de abejas. El
conocimiento de este dato, asi como las Varroas caidas durante una semana
después de la aplicacion del dcido oxdlico goteado en las colmenas del
Grupo IV y durante los 12 dias después de la primera aplicaciéon del dcido
oxdlico sublimado en las colimenas del Grupo V permitieron evaluar la eficacia
de las dos formas de administracion de este dcido orgdnico.

De esta forma se pudo calcular la eficacia acumulada del dacido
oxdlico, goteado y sublimado, siendo el cociente entre las Varroas caidas
durante la semana posterior a la segunda aplicacion de este dcido orgdnico
en las colmenas del Grupos IV, y durante los 5 dias posteriores a la segunda
administracion del mismo en las colmenas del Grupo V; y las Varroas totales
contabilizadas en cada colmena durante los dias en los que se llevd a cabo
un seguimiento de la mortalidad, que incluia los periodos de tratamiento mads
los 42 dias del tratamiento de contraste en los dos grupos.

6.5.- Resultados y discusion del dcido oxdlico goteado

6.5.1.- Evolucion de las colmenas

Al comienzo del estudio todas las colmenas del Grupo IV presentaban
actividad de cria, con una media en las 5 colmenas de 3 cuadros de cria, en
consonancia con su vigor y con la climatologia.

En la siguiente tabla se resumen, los datos relativos a la cria de las
colmenas del Grupo IV en el inicio del estudio, antes de administrar el dcido
oxdlico goteado, las reservas de miel y la poblacidon de abejas presentes; asi
como la presencia de Varroa forética y de abejas con alas deformadas.

56



0i-Da

Organismo Auténomo de

Diputacion : C s lc E@

_Ee'a‘ #|de Salamanca Y AGRODIOLOGIA RRASY)
GRUPO ESTUDIO IV
COLMENA 16 17 18 19 20
Panales de cria inicial 3 3 2,5 3 3.5

Celdillas con cria operculadainiciales | 7.125 | 6.935 | 3.990 | 7.030 | 4.845

Panales de miel 7 6 4 6 5
Panales con abeja 7.5 8 4 9 6
Varroa forética Si Si Si Si Si
Abejas con alas deformes No No Si No No

TABLA 7. Panales de cria inicial y celdillas con cria opetada iniciales, panales de
miel y panales con abeja de las colmenas del Gripdel estudio.

La superficie de panal ocupada por cria fue tfransformada en celdillas
mediante la aplicacién del factor 380 celdillas/dm?.

A la vista de los datos, destaca la presencia de Varroa forética en las
cinco colmenas del Grupo IV objeto del estudio. Asimismo, era evidente la
presencia de abejas con alas deformadas y abdomen mds reducido en
alguna de las colmenas, especialmente en la colmena n® 18.

A lo largo del estudio no se ha observado ningun efecto adverso sobre
las colonias a causa de la aplicacion del fratamiento acaricida con dacido
oxdlico goteado, debido posiblemente a su administracion en la época
idéneaq, en la que las colonias todavia presentaban mucha actividad y podian
limpiar el producto administrado en muy poco tiempo y las temperaturas
suaves acontecidas en el dia de su aplicacién y posteriores.

Al comienzo del estudio la colonia n° 18 cambidé de reina y no pudo
renovarla a lo largo del mismo, por lo que murié antes de finalizar el ensayo y
fue descartada para la evaluaciéon de la eficacia.

6.5.2.- Evolucion de la mortalidad de Varroa

En la Grdfica 20 se han representado los valores medios de la mortalidad
de Varroa en cada periodo de seguimiento para el Grupo IV (media de las 4
colmenas).

El valor a tiempo cero corresponde a la mortalidad natural previa. Los
siguientes puntos hasta el dia 7, representan la mortalidad media después de
administrar en las colmenas el dcido oxdlico goteado, y el resto se debe al
efecto del acaricida de contraste, cumafds en este caso, que nos sirve para
estimar la eficacia.

En esta grafica Unicamente se ha representado la mortalidad de media
después de la segunda aplicacién de dcido oxdlico goteado a las colmenas,
teniendo en cuenta que las colonias tenian ausencia de cria tras haber
enjaulado a la reina 23 dias antes.
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EVOLUCION DE LA MORTALIDAD DE VARROA GRUPO IV
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El aumento de la mortalidad tan exagerado después de administrar a
cada colmena 50 cc. de la solucion azucarada con dcido oxdlico pone de
manifiesto su efecto sobre las Varroas foréticas, que son las que se encuentran
accesibles al dcido orgdnico, ya que en el momento de su aplicacién ya han
nacido todas las abejas de las celdillas de cria operculada.

A partir del dia 7, cuando se intfroduce el acaricida de contraste se
observa todavia una caida importante de Varroas que han superado el efecto
del dcido oxdlico pero que han sido afectadas por el cumafds. Posteriormente
y hasta los 42 dias en los que se han mantenido las tiras del acaricida de
confraste dentro de las colmenas se observa un perfil descendente vy
progresivo de la curva de mortalidad.

En la Grdfica 21 se han representado los valores medios normalizados de
la mortalidad de Varroa expresados en porcentaje en cada periodo de
seguimiento de las 4 colmenas del Grupo IV. Al igual que en la grafica anterior,
el valor a tiempo cero se corresponde con la mortalidad natural previa. Los
siguientes puntos hasta los 7 dias representan la mortalidad media después de
administrar a las colmenas la solucidon azucarada de dcido oxdlico, y el resto
hasta el dia 49 al efecto del acaricida de contraste (cumafos).
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6.5.3.- Eficacia del dcido oxdlico goteado

En la Gréfica 22 se ha representado la eficacia media acumulada de 4

de las 5 colmenas que integran el Grupo IV del estudio, alcanzdndose a

la

semana del fratamiento con la solucion azucarada de dcido oxdlico, una

eficacia media de 88,08%.
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En la Grdfica 23 se ha representado la eficacia acumulada de 4
colmenas del Grupo IV para poder apreciar las diferencias en la evolucion de
la eficacia del acaricida.

EFICACIA ACUMULADA DEAC.OXALICO GOTEADO
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GRAFICA 23

Las diferencias entre las colonias se dan en los valores de cada
intervalo. Se puede comprobar que a la semana de la aplicaciéon del dcido
oxdlico, la eficacia se sitUa en un rango entre el 85,86% (valor mds bajo
correspondiente a la colmena n° 16) y el 92,57% (valor mds elevado
correspondiente a la colmena n°® 20). En las colmenas n® 17 y n° 19 la eficacia
obtenida es de 86,26% y 87,63% respectivamente, situdndose la media de las 4
colmenas en un 88,08%. Asumiendo estas pequenas diferencias, lo que
destaca de las curvas de mortalidad acumulada es que fienen un perfil muy
similar, una uniformidad que no se da en el caso de los acaricidas de sintesis
estudiados y que revela una sensibilidad igual de todas las Varroas al oxdlico,
sin las interferencias de los fendmenos de tolerancia del dcaro al principio
activo.

En la siguiente tabla se presentan los valores de la poblacién de Varroa

total al final del estudio y la eficacia alcanzada a la semana de aplicar la
solucion azucarada de acido oxdlico en las colmenas del Grupo IV.
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GRUPO ESTUDIO IV ACIDO OXALICO GOTEADO
COLMENA \(/:A(\)RNRS(':A%g:II_IID('ZAg POBg‘é‘ (\Z/EA\IRBOATAL EFICACIA (%) A7 DIAS
GOTEADO
16 1.087 1.266 85,86
17 1.588 1.841 86,26
19 2.210 2.522 87,63
20 1.208 1.305 92,57
Media + desv. 1.523 + 505 1.733 £ 587 88,08 + 3,09

TABLA 8. Varroas caidas con acido oxalico goteado, poblaciétal de Varroa y eficacia en
las colmenas a los 7 dias en el Grupo IV

Los datos finales revelan que el nivel de parasitacion de las colonias fue
optimo para la realizacion de ensayos de eficacia. Los valores de eficacia
muestran poca desviacion de la media y alcanzan niveles comparables a los
de la bibliografia consultada, que situan la eficacia del oxdlico sin cria entre
85-95% en la mayoria de los casos. Ensayos realizados por los Servicios Técnicos
de la Agrupaciéon de Defensa Sanitaria apiADS en Valencia, durante el verano
de 2015, en 7 colmenas Dadant siguiendo el mismo método de enjaulado de
reinas y posterior aplicaciéon de oxdlico goteado, muestran una eficacia media
de 90,3%. Esta informacion tan coincidente, confirma el apreciable y uniforme
efecto acaricida del dcido oxdlico goteado. Si tenemos en cuenta que con la
dosis administrada no se observaron cambios resenables en la mortalidad de
abejas y se anaden las ventajas de ser de naturaleza orgdnica, podriamos
concluir que este método, usado de forma autorizada para la varroosis, podria
ser de una ayuda inestimable para el control alternativo del dcaro.

6.5.4.- Conclusiones

En el Grupo IV de colmenas sometido a este estudio, el dcido oxdlico
administrado por goteo en una solucion azucarada ha mostrado una buena
eficacia contra la varroosis.

Es cierto que la eficacia alcanzada es inferior al 95%, valor optfimo
necesario para el control de la varroosis. Sin embargo, teniendo en cuenta que
se frata de un dacido orgdnico y no un acaricida de sintesis, se puede concluir
que la eficacia obtenida es mds que aceptable. Este método ha sido
ampliamente ensayado en Europa para el control de |la varroosis y en algunos
paises ya se ha instaurado como método de control alternativo a los
acaricidas de sinfesis.
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En consecuencia, y dado que la utilizacion del dacido oxdlico no
presenta tanta problemdtica de acumulacion de residuos enla cera y otros
productos de la colmena, y de generacion de resistencia por parte de Varroa
como en el caso de los acaricidas de sintesis, se puede concluir que el dcido
oxdlico administrado por goteo a fravés de una solucion azucarada puede ser
un producto natural eficaz para el control de la varroosis, 0 cuando menos,
usado como complemento al tfratamiento quimico de esta parasitosis con un
acaricida de sintesis.

6.6.- Resultados vy discusion del dcido oxdlico sublimado

6.6.1.- Evolucion de las colmenas

Al comienzo del estudio todas las colmenas del Grupo V presentaban
actividad de cria, con una media en las 5 colmenas de 3 cuadros de cria, en
consonancia con su vigor y con la climatologia.

En la tabla n® 9 se resumen los datos relativos a la cria de las colmenas
del Grupo V antes de administrar el dcido oxdlico sublimado, las reservas de
miel y la poblacion de abejas presentes; asi como la presencia de Varroa
forética y de abejas con alas deformadas.

GRUPO ESTUDIO V

COLMENA 21 22 23 24 25

Panales de cria inicial 3 3 3 3 3

Celdillas con cria operculada iniciales | 5.795 | 5890 | 3.705 | 6.745 | 4.655

Panales de miel 5 2 5 4 4
Panales con abeja 5 4 7 8 4
Varroa forética Si Si Si No Si
Abejas con alas deformes No Si Si No No

TABLA 9. Panales de cria inicial y celdillas con cria opeteda iniciales, panales de
miel y panales con abeja de las colmenas del Grifpael estudio.

Inicialmente se observaba Varroa forética sobre las abejas en 4 de las 5
colmenas del Grupo V objeto del estudio, concretamente las colmenas n° 21,
n° 22, n° 23 y n°® 25. Asimismo, era evidente la presencia de abejas con alas
deformadas y el abdomen mas reducido en las colmenas n° 22 y n°® 23.

A lo largo del estudio no se ha observado ningun efecto adverso sobre
las colonias a causa de la aplicaciéon del tfratamiento acaricida con dcido
oxdlico sublimado.
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6.6.2.- Evolucion de la mortalidad de Varroa

En la Grdafica 24 se han representado los valores medios de la mortalidad
de Varroa en cada periodo de seguimiento del Grupo V (media de las 5
colmenas).

El valor a tiempo cero corresponde a la mortalidad natural previa. Los
siguientes puntos hasta el dia 12, representan la mortalidad media después de
haber sublimado las colmenas con dcido oxdlico en dos ocasiones, el dia 1y
el dia 7, y el resto hasta el final, se debe al efecto del acaricida de confraste,
cumafds en este caso, que nos sirve para estimar la eficacia.

En este mismo estudio se ha podido comprobar que la administracion
del dcido oxdlico sublimado no produce un efecto inmediato sobre la Varroa
ni causa directamente su muerte. De hecho, se colocaron I[dminas de cartulina
impregnadas con vaselina filante en los fondos sanitarios en las colonias que
iban a ser tfratadas, se administrd el dcido orgdnico sublimado vy se retiraron de
nuevo las Idminas de los fondos a los 15 minutos de Ia sublimacion, pudiéndose
verificar una minima caida de acaros.

EVOLUCION DE LA MORTALIDAD DE VARROA GRUPOV
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El aumento de la mortalidad de Varroa después de la primera
sublimacion de dcido oxdlico administrado a las colmenas es realmente bajo
teniendo en cuenta que en las colonias no hay cria operculada después de
haber mantenido a la reina enjaulada mds de 3 semanas, y que todas las
Varroas presentes son forétficas y accesibles por tanto al efecto del dcido
orgdnico sublimado.
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A los 7 dias se realizé una segunda administracion de dcido oxdlico
sublimado, obteniéndose un mejor resultado de mortalidad de Varroa, pero
aun asi resultd ser escaso, teniendo en cuenta la situaciéon de ausencia total
de cria en las colmenas tratadas.

En la Gréfica 25 se han representado los valores medios normalizados de
la mortalidad de Varroa expresados en porcentaje en cada periodo de
seguimiento de las 5 colmenas del Grupo V. Al igual que en la grafica anterior,
el valor a tiempo cero se corresponde con la mortalidad natural previa. Los
siguientes puntos hasta el dia 12 representa la mortalidad media después de
administrar dos veces dcido oxdlico sublimado en las colmenas, y el resto
hasta el dia 54 al efecto del acaricida de contraste (cumafos).
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6.6.3.- Eficacia del dcido oxdlico sublimado

En la Grdfica 26 se ha representado la eficacia media acumulada de
las colmenas que integran el Grupo V del estudio, alcanzdndose a la semana
de la primera administracion de dcido oxdlico sublimado una eficacia media
de 17,44% y a los 5 dias después de la segunda sublimacion una eficacia
media de 65,01%.
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En la Grdfica 27 se ha representado la eficacia acumulada de cada
una de las 5 colmenas del Grupo V para poder apreciar las diferencias en la
evolucion de la eficacia del acaricida.
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El trazo de las curvas de eficacia de las 5 colmenas que integran el
Grupo V fiene un comportamiento similar. Se puede comprobar que a la
semana de la aplicaciéon del dcido oxdlico sublimado, la eficacia se sitUa en
un rango entre el 8,42% (valor mds bajo correspondiente a la colmena n® 23) y
el 25,22% (valor mds elevado correspondiente a la colmena n® 25), situdndose
la media de las 5 colmenas en 17,44%. A los 12 dias, habiendo administrado
una segunda sublimaciéon del acido orgdnico, la eficacia alcanza su valor mas
bajo en la colmena n° 24, con un 58,08%, y el mdximo en la colmena n° 22, que
presentd 71,29%, situdndose la eficacia media de todo el Grupo V en 65,01%.

En la siguiente tabla se presentan los valores de la poblacién de Varroa
total al final del estudio y la eficacia alcanzada a la semana (fras una
administracién de dacido oxdlico sublimado) y a los 12 dias, tras haber aplicado
a las colmenas una segunda sublimacion de este dcido orgdnico.

GRUPO ESTUDIO V ACIDO OXALICO SUBLIMADO
COLMENA | CONACOXALICO | TOTALDE | EFICACIA(%) | EFICACIA (%)
SUBLIMADO VARROA
21 714 1.163 20,81 61,39
22 976 1.369 20,23 71,29
23 669 1.045 8,42 64,02
24 1.322 2.276 12,52 58,08
25 791 1.126 25,22 70,25
Media + desv. 894 £ 266 1.395 £ 506 17,44 £ 6,81 65,01 £ 5,68

TABLA 10. Varroas caidas con acido oxalico sublimado, pobtatiotal de Varroa y eficacia
en las colmenas a los 7 y 12 dias en el Grupo V

Con el objetivo de poder comparar con datos de otros ensayos similares
de oxdlico sublimado, se comentan los obtenidos por los Servicios Técnicos de
la Agrupacion de Defensa Sanitaria apiADS en Valencia, durante el otono de
2014 y el otono de 2015 y utilizando una metodologia comparable. El primer
ensayo se realizd en 5 colmenas Layens en las que se retiraron todos los
panales de cria e inmediatamente después se realizd una aplicacion de
oxdlico sublimado. Al contabilizar los dcaros caidos durante 8 dias después de
la aplicacioén y realizar el fratamiento de contraste, la eficacia media el oxdlico
sublimado fue de 20,3%, un valor muy proximo al obtenido en el presente
trabajo con el primer sublimado.

En otono de 2015, apiADS realizd un segundo ensayo. Esta vez se
enjaularon las reinas de 4 colmenas Layens durante 40 dias, para simular una
ausencia de cria comparable a una invernada de climas frios. Luego se realizd
una aplicacién de oxdlico sublimado. La eficacia media obtenida en estas
condiciones fue del 67,2 %, valor muy proximo al obtenido con la segunda
sublimacion del presente frabaijo.
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La eficacia obtenida en colmenas Layens en todos los casos es
claramente insuficiente para el control de la Varroosis en ausencia de cria. Es
muy llamativo que ni siquiera con 2 aplicaciones consecutivas, ni con un
periodo de ausencia de cria de unos 20 dias, en el que los dcaros estdn mds
susceptibles por su estado forético prolongado, la sublimacién de oxdlico no
haya conseguido una eficacia aceptable. En todo caso, seria conveniente
realizar mds ensayos en colmenas Layens, cambiando las condiciones y dosis
aplicadas, para intentar llegar a las eficacias obtenidas por este método en
ofros paises europeos, aunque bajo otras condiciones climdaticas y ofros tipos
de colmena muy diferentes a la Layens.

6.6.4.- Conclusiones

En el Grupo V de colmenas sometido a este estudio, la administracion
de dcido oxdlico sublimado no ha mostrado una buena eficacia contra la
varroosis.

Si bien no se ha comprobado la evolucidon de su eficacia si se hubieran
seguido aplicando mds sublimaciones de este dcido orgdnico a las colonias, lo
cierto es que se enconfraban en una situacion idénea para permitir a este
producto expresar su maxima efectividad frente al parasito en su fase forética,
dada la ausencia total de cria que se ha forzado en las colmenas.

Al igual que ocurre con la administracion del dcido oxdlico goteado en
solucion azucarada, la sublimacién de este dcido orgdnico no presenta tanta
problemdatica de acumulacion de residuos en la cera y otfros productos de la
colmena ni de generacion de resistencia por parte de Varroa como en el caso
de los acaricidas de sintesis. Por lo tanto, se puede concluir que el &cido
oxdlico administrado por sublimacién podria ser en todo caso usado como un
método complementario a otro método de conftrol de la varroosis, pero no el
de eleccién ya que la eficacia ha sido insuficiente en las colmenas estudiadas,
al menos hasta la realizaciéon de nuevos ensayos. Tampoco hay que olvidar
que para la aplicacion de oxdlico sublimado se necesita invertir mucho mds
en el material necesario y que requiere la proteccion integral del apicultor por
su peligrosidad.
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7.- VALORACION DE EFICACIA DEL HONGO TOLYPOCLADIUM
CYLINDROSPORUM

Los hongos entomopatdégenos que se Uutilizaron para ensayar la
capacidad de controlar poblaciones de Varroa en colmenas fueron dos
aislados de Tolypocladium cylindrosporum denominados Tcll y Tc3398. La
capacidad patégena de estos dos aislados sobre dos especies de garrapatas,
Ornithodoros erraticus 'y Ornithodoros moubata habia sido demostrada
anteriormente, aungque con un método de aplicacion del hongo diferente del
utilizado en este estudio confra Varroa.

Foto 56. Placa de Petrhdmongo T.cylindrosporum cepa Tc3398

Foto 57. Placa de Petrhdmongo T.cylindrosporum cepa Tc3398
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En este ensayo se eligio un método eficaz y sencillo de distribucion del
hongo en las colonias de abejas, mediante la colocacion sobre los cuadros de
las colmenas de una placa Petri de 9cm de didmetro de agar de patata y
dextrosa, cuya superficie estaba cubierta de micelio del hongo.

Foto 58. Placa de Petri con Tolyjadéum cylindrosporum colocado en una colmena

Previomente, para comprobar la viabiidoad de este método se
infrodujeron en las colonias placas Petri, Unicamente con agar de patata y
dextrosa para evaluar el crecimiento de los hongos presentes de forma natural
en las colmenas. Se pudo comprobar que a los 5 dias no quedaba agar en las
placas y no existia crecimiento de ningun hongo existente en las colmenas.

Foto 59. Placa de Petri con agaia tinco dias de su introduccién en la colmena
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7.1.- Administracién del hongo Tolypocladium cylindrosporum
CepaTcll en las colmenas del Grupo lll y de la cepa Tc3398 en las
colmenas del Grupo VIi

El indculo de T. cylindrosporum depositado en las colmenas consistid de
una placa Petri de agar de patata y dextrosa cuya superficie estaba cubierta
de micelio del hongo, de la cepa Tcl1 en las colmenas del Grupo Il y de la
cepa Tc3398 en las colmenas del Grupo VILI.

Para preparar el indculo en cada una de estas placas se esparcid sobre
la superficie del agar, con la ayuda de una varilla de vidrio, una gota de 50ul
de una suspensidn de conidios. Esta operacion se realizd aproximadamente 10
dias antes de introducir las placas en las colmenas, permitiendo en este
periodo de tiempo que las esporas germinaran y el micelio cubriera la
superficie del agar en la placa Petri.

Las suspensiones de conidios se obtuvieron anadiendo 5 ml de agua
estérii conteniendo 0.005% tween 80 a la superficie de un cultivo de
T. cylindrosporum, a continuacion se pasdé una varilla de vidrio sobre la
superficie para liberar esporas. La suspension de esporas se recogid con
pipeta.

Este hongo esporula abundantemente y se ha estimado que los aislados
en este experimento pueden producir unos 1.5 x 107 conidios por placa de
micelio fresco.

Foto 60. Placa de Pewi hongo T.cylindrosporum cepa Tcl1l

Se redlizd un primer confrol antes del tratamiento de las colonias
sometidas al ensayo con el hongo T. cylindrosporum, tanto a las que se iba a
administrar la cepa Tc11 como la cepa Tc3398, al objeto de establecer la tasa
de mortalidad natural previa. Este dato pone de manifiesto el efecto acaricida
del hongo mediante el contraste entre la mortalidad natural previa y la que se
produce después de administrar el producto ensayado, 2 cepas diferentes de
T. cylindrosporum en este caso.
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Posteriormente se procedié al enjaulado de las reinas de las colmenas
pertenecientes a los Grupo lll y VI, para poder valorar la eficacia de este
hongo en ausencia total de cria. Tras 25 dias, en cada una de las 5 colmenas
del Grupo lll se colocd semanalmente una placa Petri con el micelio del hongo
T. cylindrosporum cepa Tcll, sobre los cuadros, durante 3 semanas
consecutivas.

Foto 61. Placas de Petri con hongo T.cylogfirorum cepa Tcl1 preparadas para su
introduccion en las colmenas$ Grupo 1l

I‘I.!I : [ 4 g
i S22 !
Foto 62. Placa de Petri con T.cylindrosporum cepga I
sobre los cuadros de una colmena del Grupo llI
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Este mismo procedimiento se realizd en las colmenas del Grupo VI,
infroduciendo una placa Petri con el micelio del hongo, pero de la cepa
Tc3398.

Tl

Foto 63. Placas de Petri ¢mmngo T.cylindrosporum cepa Tc3398
preparadas para su introduccién en las aias del Grupo VI

Foto 64. Pdade Petri con hongo T.cylindrosporum cepa Tc3398
soltws cuadros de una colmena del Grupo VII

Cada semana se retiraba la placa infroducida, que habia sido limpiada
por las abejas y con signos evidentes de propolizacién de la misma.
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Foto 65. Placa de Petsinchongo T.cylindrosporum propolizada después desemana
sobre lasmdros de una colmena

7.2.- Seguimiento de la mortalidad de Varroa

Se contabilizaron las Varroas recogidas en las I&minas del fondo de las
colmenas de los Grupos Il y VIl en cada intervalo, usando una lupa con luz
para facilitar el conteo y contadores manuales.

» -_“r n._n-._i |.| b 100, TR e

. ,,_l_T,..
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Foto 66. Observacion posterior de una lamina déamlo sanitario de una colmena del grupo IlI
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Foto 67. Observacion posterior de una ldmina déamtlo sanitario de una colmena del grupo VII

Foto 68. Imagen de lamina de cartulina ca@mrgas y restos de la colmena

A la vista de los pocos dcaros que caian y se recogian en las [dminas
de los fondos sanitarios, se decidid a la semana de haber introducido la
tercera placa Petri con el hongo cepa Tc11 en las colmenas del Grupo Il la
finalizacion del seguimiento de la mortalidad de Varroa, prolongdndose
durante un mes mds en las colmenas del Grupo VIl en las que se habia
introducido T. cylindrosporum cepa Tc3398.
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7.3.- Cultivo y andlisis de los dcaros Varroa muertos

Con el fin de comprobar si se podia recuperar el hongo Tolypocladium
cylindrosporum de los caddveres de Varroas, durante los distintos intervalos de
tiempo del periodo de seguimiento de mortalidad de Varroa se recogieron los
dcaros caidos de las I[dminas de los fondos sanitarios de las colmenas de los
grupos lll'y VII.

Las Varroas de cada colmena recolectadas en un tubo, se esparcieron
sobre una o dos placas Petri con agar de agua. Varios dias fras esta
incubacién en condiciones de cdmara hUmeda se comprobd que se producia
esporulacion de hongos en los caddveres.

Foto 69. Cultivo de Varroa para comprobar crecint@de T.cylindrosporum

Fotos 70 y 71. Cultivo de Varroa para comprobarain@ento de T.cylindrosporum cepas Tclly Tc3398

En muchas muestras se observd esporulacién de hongos como
Penicillium. Sélo en una muestra se observé esporulacién de un hongo blanco,
que posteriormente se identificé como T. cylindrosporum.
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Foto 72 (izg.). Micelio de T. cylindrosporum crewi® sobre un cadaver de Varroa. Foto 73 (cto) Hongo
sin identificar colonizando un cadaver de Varrdeoto 74 (Dcha). Cadaver de Varroa en agar de agua.

7.4.- Aplicacion de un acaricida de contraste

A la semana de haber introducido la tercera placa de Petri con el
micelio del hongo cepa Tcl1 en las colmenas del Grupo Il y a los 30 dias de
haber colocado la Ultima placa de Petri con el T. cylindrosporum cepa Tc3398
en las colonias del Grupo VI, en ambos grupos se administrdé un acaricida de
contraste, eligiéndose la flumetrina (Bayvarol®) en este caso. Para ello se
infrodujeron 4 tiras con este principio activo en cada colmena de ambos
grupos, de la forma recomendada para las colmenas Layens, de forma que
toda la superficie de las tiras fueran accesibles a las abejas, y se mantuvieron
durante 42 dias en el interior de las mismas.

Este tratamiento de contraste, actuando en ausencia de cria debe
provocar la caida de todas las Varroas que superaron la accidén acaricida del
hongo cepa Tcl1 en el caso de las colmenas del Grupo lll y del hongo cepa
Tc3398 en las colmenas del Grupo VIlI. Este método es muy fiable y no implica
la destruccion de la colmena.

Foto 75y 76. Colocacion de tiras de contrasteldeétrina en las colonias de los Grupos Il 'y VII
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7.5.-Evaluacion de la eficacia de las dos cepas del hongo
T. cylindrosporum probado

Contabilizando las Varroas caidas en los controles realizados en las
colmenas a lo largo de todo el estudio hasta su finalizacidon, se pudo
determinar el nUmero de Varroas totales presentes en las colonias de abejas. El
conocimiento de este dato, asi como las Varroas caidas durante las 3 semanas
en las que se administraron 3 placas de Petri con micelio del hongo cepa Tcll
en las colmenas del Grupo lll y durante los 44 dias en los que se intfrodujeron 3
placas de Petri con micelio del hongo cepa Tc3398 en las colmenas del Grupo
VII, permitieron evaluar la eficacia de estos dos aislados del hongo
T. cylindrosporum.

De esta forma se pudo calcular la eficacia acumulada del hongo T.
cylindrosporum, cepas Tcll y Tc3398, siendo el cociente entre las Varroas
caidas durante 3 semanas en las colmenas de los Grupos lll, y durante los 44
dias en las colmenas del Grupo VII; y las Varroas fotales contabilizadas en
cada colmena durante los dias en los que se llevd a cabo un seguimiento de
la mortalidad, que incluia los periodos de fratamiento mds los 42 dias del
tfratamiento de confraste en los dos grupos.

7.6.- Resultados y discusion de la cepa Tc11 de T. cylindrosporum

7.6.1.- Evolucion de las colmenas

Al comienzo del estudio todas las colmenas del Grupo Il presentaban
actividad de cria, con una media en las 5 colmenas de 3 cuadros de cria, en
consonancia con su vigor y con la climatologia.

En la siguiente tabla se resumen, los datos relativos a la cria de las
colmenas del Grupo Il en el inicio del estudio, antes de administrar el hongo
T. cylindrosporum cepa Tcl1, las reservas de miel y la poblacion de abejas
presentes; asi como la presencia de Varroa forética y de abejas con alas
deformadas.

GRUPO ESTUDIO il

COLMENA 1 12 13 14 15

Panales de cria inicial 3 3 3.5 2,5 3

Celdillas con cria operculada iniciales | 6.840 |8.265| 6.175|5.700 | 4.323

Panales de miel 6 8 6 6 3

Panales con abeja 5 8 7.5 7.5 4,5
Varroa forética Si Si Si Si No
Abejas con alas deformes No Si No No No

TABLA 11. Panales de cria inicial y celdillas con cria opetada iniciales, panales
de miel y panales con abeja de las colmenas dep@ Il del estudio.
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La superficie de panal ocupada por cria fue transformada en celdillas
mediante la aplicacién del factor 380 celdillas/dm?2.

A la vista de los datos, destaca la presencia de Varroa forética en 4 de
las 5 colmenas del Grupo Il objeto del estudio. Asimismo, era evidente la
presencia de abejas con alas deformadas y abdomen mds reducido en
alguna de las colmenas, especialmente en la colmena n® 12.

A lo largo del estudio no se ha observado ningun efecto adverso sobre
las colonias a causa de la administracion de la placa Petri con la cepa Tcll
del hongo T. cylindrosporum; tal como se habia podido comprobar
previamente en la prueba preliminar realizada en la primavera.

7.6.2.- Evolucion de la mortalidad de Varroa

En la Grdafica 28 se han representado los valores medios de la mortalidad
de Varroa en cada periodo de seguimiento en las 5 colmenas del Grupo lll.

El valor a tiempo cero corresponde a la mortalidad natural previa. Los
siguientes puntos hasta el dia 21, representan la mortalidad media después de
administrar 3 placas Petri con el hongo cepa Tc11 en las colmenas, el resto se
debe al efecto del acaricida de confraste, flumetrina en este caso, que nos
sirve para estimar la eficacia.

EVOLUCION DE LA MORTALIDAD DE VARROA GRUPO llI
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Tal como se puede observar en la grdfica la curva de mortalidad se
mantiene a niveles muy bajos, como la que mostrarian unas colmenas que no
hubieran sido sometidas a ningun fratamiento frente a varroosis. Este hecho
pone de manifiesto una escasa, nula eficacia de la cepa Tcll del hongo
T. cylindrosporum frente a Varroq, teniendo en cuenta que en el momento de
su administracion no habia cria operculada en las colmenas y toda la Varroa
presente era forética, mds susceptible por lo tanto a cualquier tratamiento,

agente biolégico en esta ocasion.
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Por este motivo, a partir del dia 21 se decidi® no confinuar con el
seguimiento de los dcaros caidos en las colmenas de este grupo vy se introdujo
el acaricida de contraste. En este momento se observa una caida importante
de Varroas que han superado el posible efecto acaricida de la cepa Tc11 del
hongo T. cylindrosporum pero que han sido afectadas por la flumetrina.
Posteriormente y hasta los 42 dias en los que se han mantenido las tfiras del
acaricida de contfraste dentro de las colmenas se observa un perfil
descendente de la curva de mortalidad.

En la Gréfica 29 se han representado los valores medios normalizados de
la mortalidad de Varroa expresados en porcentaje en cada periodo de
seguimiento de las 5 colmenas del Grupo lll. Al igual que en la grafica anterior,
el valor a tiempo cero se corresponde con la mortalidad natural previa. Los
siguientes puntos hasta el dia 21 representan la mortalidad media después de
introducir en las colmenas las placas Petri con la cepa Tcll del hongo T.
cylindrosporum, y el resto hasta el dia 63 al efecto del acaricida de contraste
(flumetrina).
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7.6.3.- Eficacia del hongo T.cylindrosporum cepa Tc11

En la Grdfica 30 se ha representado la eficacia media acumulada de
las 5 colmenas que integran el Grupo Il del estudio, alcanzdndose a las 3
semanas después de infroducir 3 placas Petri con la cepa fungica Tcl1l1, una
eficacia media de 10,33%.
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En la Grdfica 31 se ha representado la eficacia acumulada de las 5
colmenas del Grupo lll para poder apreciar las diferencias en la evolucion de
la eficacia acaricida del hongo.
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Se puede comprobar que exceptuando la colmena n® 13, en la que la
eficacia se situa en 31,89% a los 21 dias, en el resto de las colonias los valores
de eficacia obtenidos en este momento son muy bajos.
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En la siguiente tabla se presentan los valores de la poblacién de Varroa
total al final del estudio y la eficacia alcanzada a los 21 dias tras haber
introducido 3 placas Petri con T. cylindrosporum cepa Tc11 en las colmenas del
Grupo lll.

GRUPO ESTUDIO Il HONGO CEPA TC11
COLMENA \C/Z'?‘)IT\IRI-?(')A\NSGC(?[IPC'ZAlsl POB&'@S/ESREOATAL EFICACIA (%) A 21 DIAS
11 50 742 6,74
12 43 684 6,29
13 339 1.063 31,89
14 26 680 3,82
15 16 550 291
Media * desv. 95 +137 763 + 197 10,17 £12,22

TABLA 12.Varroas caidas con hongo T. cylindrosporum cepa I¢foblacién total de
Varroa y eficacia en las colmenas a los 21 diase¢Grupo 1l

7.6.4.- Conclusiones

La cepa Tcl11 del hongo T.cylindrosporum en el Grupo lll de colmenas
sometido a este estudio ha mostrado una eficacia indistinguible de la
mortalidad natural del dcaro.

Por ello se puede concluir que la cepa Tcll, por lo menos a estas
concentraciones del indculo, y mediante la via de administracion en las
colonias utilizada en este estudio, no se puede considerar un método biolégico
eficaz para el control de la varroosis.

7.7.- Resultados y discusion de la cepa Tc3398 de T.
cylindrosporum

7.7.1.- Evolucion de las colmenas

En el inicio del estudio, todas las colonias del Grupo VIl exceptuando la
colmena n° 35 presentaban actividad de cria, con una media en las 4
colmenas que si disponian de ella de 2,6 cuadros de cria.

En la tabla n°® 19 se resumen los datos relativos a la cria de las colmenas
del Grupo VII antes de administrar el T. cylindrosporum cepa Tc3398, las
reservas de miel y la poblacion de abejas presentes; asi como la presencia de
Varroa forética y de abejas con alas deformadas.
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GRUPO ESTUDIO VII

COLMENA 31 32 33 34 35
Panales de cria inicial 2.5 3 2 3 0
Celdillas con cria 5605 | 7.410 | 4085 | 5653 | 0O
operculada iniciales
Panales de miel 5 5 5 8 11
Panales con abeja 7.5 8 7 9 7
Varroa forética Si Si Si Si Si
Abejas con alas deformes Si Si No No No

TABLA 13. Panales de cria inicial y celdillas con cria opetada iniciales, panales
de miel y panales con abeja de las colmenas delpGrVII del estudio.

Inicialmente se observaba Varroa forética sobre las abejas en las 5
colmenas que conforman el Grupo VII objeto del estudio. Asimismo, era
evidente la presencia de abejas con alas deformadas y el abdomen mds
reducido en las colmenas n® 31 y n°® 32.

A lo largo del estudio no se ha observado ningun efecto adverso sobre
las colonias a causa de la administracion de la placa Petri con la cepa Tc3398
del hongo T. cylindrosporum; tal como ya se habia comprobado anteriormente
en la prueba preliminar realizada en primavera.

7.7.2.- Evolucion de la mortalidad de Varroa

En la Grdfica 32 se han representado los valores medios de la mortalidad
de Varroa en cada periodo de seguimiento en las 5 colmenas del Grupo VII.
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El valor a tiempo cero corresponde a la mortalidad natural previa. Los
siguientes puntos hasta el dia 44, representan la mortalidad media después de
administrar 3 placas Petri con el hongo cepa Tc3398 en las colmenas, el resto
se debe al efecto del acaricida de contraste, flumetrina en este caso, que nos
sirve para estimar la eficacia.

Tal como se puede observar en la grdfica la curva de mortalidad
muestra una forma de dientes de sierra, los dias 7 y 14, momento en el que se
infroduce una nueva placa de Petri en las colonias con el micelio del hongo T.
cylindrosporum cepa Tc3398.

Por este motivo, a partir del dia 21 se decididé confinuar con el
seguimiento de los dcaros caidos en las colmenas de este grupo hasta el dia
44, momento en el que se infrodujo el acaricida de contraste. En este periodo
de tiempo se observa la misma tendencia de la grdfica, mostrando unos picos
de sierra en la mortalidad de Varroa.

En la Gréfica 33 se han representado los valores medios normalizados de
la mortalidad de Varroa expresados en porcentaje en cada periodo de
seguimiento de las 5 colmenas del Grupo VII. Al igual que en la grdfica
anterior, el valor a tiempo cero se corresponde con la mortalidad natural
previa. Los siguientes puntos hasta el dia 44 representan la mortalidad media
después de introducir en las colmenas las placas Petri con la cepa Tc3398 del
hongo T. cylindrosporum, y el resto hasta el dia 86 al efecto del acaricida de
confraste (flumetrina).
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7.7.3.- Eficacia del hongo T.cylindrosporum cepa Tc3398

En la Grdfica 34 se ha representado la eficacia media acumulada de
las 5 colmenas que integran el Grupo VII del estudio, alcanzdndose a los 44
dias después de introducir 3 placas Petri con la cepa fungica Tc3398, una
eficacia media de 63,14%.
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En la Grdfica 35 se ha representado la eficacia acumulada de las 5
colmenas del Grupo VIl para poder apreciar las diferencias en la evolucion de
la eficacia acaricida del hongo.
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Las diferencias entre las colonias se dan en los valores de cada
intervalo. Se pueden observar unas grdficas diferentes en las colmenas, que
demuestran un comportamiento heterogéneo del grupo expuesto a la cepa
Tc3398 del hongo. A los 44 dias de la administracion del inbculo fungico, la
eficacia se sitta en un rango entre el 27,78% (valor mds bagjo
correspondiente a la colmena n° 31) y el 91,55% (valor mds elevado
correspondiente a la colmena n° 35). En las colmenas n° 32, n° 33 y n°® 34 la
eficacia obtenida es similar, de 64,60%, 60,79% y 70,96% respectivamente,
sifudndose la media de las 5 colmenas en un 63,14%.

Destaca entre las 5 colonias del grupo la colmena n® 35, de la que se ha
obtenido mejor respuesta frente a la cepa Tc3398 del hongo, alcanzando una
eficacia de 91,55%, tal como se observa en la Grafica 36, que muestra una
curva ascendente.
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Sin embargo, en el extremo opuesto se sitUa la colonia n® 31, que
muestra la eficacia mds baja de las colmenas de su grupo, 27,78% a los 44
dias, tal como se observa en la Grdfica 37.
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En la siguiente tabla se presentan los valores de la poblacion de Varroa
total al final del estudio y la eficacia alcanzada a los 44 dias tras haber
introducido 3 placas Petri con T. cylindrosporum cepa Tc3398 en las colmenas
del Grupo VII.

Se puede observar como la eficacia alcanzada es mayor en las
colmenas mds parasitadas por Varroa.

GRUPO ESTUDIO VIl HONGO CEPA TC 3398
COLMENA C\g?\lRﬁgﬁg g’?'g?g% POB&QSEF'{\'RETAL EFICACIA (%) A 44 DIAS
31 125 450 27,78
32 219 339 64,60
33 462 760 60,79
34 914 1.288 70,96
35 942 1.029 91,55
Media + 532 + 381 773 £ 395 63,14 + 23,06
desv.

TABLA 14.Varroas caidas con hongo T. cylindrosporum cepa 388, poblacion total de
Varroa y eficacia en las colmena los 44 dias en el Grupo VII
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7.7 .4.- Conclusiones

La cepa Tc3398 del hongo T. cylindrosporum en el Grupo VIl de
colmenas sometido a este estudio ha mostrado una baja eficacia media,
aunque aceptable, teniendo en consideraciéon que se tfrata de un agente
bioldgico.

A la vista de los resultados se puede concluir que esta cepa Tc3398,
puede tomarse como punto de partida para readlizar mds estudios
encaminados al desarrollo de un producto basado en un preparado fungico
para el control de la varroosis, barajando distintas vias de administracion asi
como diferentes cantidades del agente bioldgico de las que se han utilizado
en este estudio para mejorar su eficacia.
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8.- EVALUACION DE CONTENIDO DE CUMAFOS RESIDUAL EN
TIRAS DE CHECKMITE® ANTES Y DESPUES DEL PERIODO
DE RESIDENCIA EN LAS COLMENAS

Otro de los objetivos de este estudio era realizar un andlisis para valorar
la liberacidn de los principios activos de los soportes usados en los
medicamentos veterinarios autorizados. Para ello se escogié entre las materias
activas el cumafds y se analizd la liberacidon de las tiras del medicamento
Checkmite®.

8.1.- Material

En este estudio se utilizd cumafds estdndar analitico Pestanal (>99.5 % de
pureza) suministrado por Sigma-Aldrich para: 1) Evaluar cualitativamente la
naturaleza del cumafds presente en las tiras Checkmite® comercial
suministradas por los técnicos de COAG Salamanca y 2) Determinar la
cantidad de cumafés en las tiras de Checkmite® antes y después de su
utilizacion en las colmenas del Grupo VI, en las que se calculd la eficacia de
este principio activo.

8.1.1.- Formula estructural del cumafos

C14H16CIOsPS

8.1.2.- Formula molecular del cumafos

O, O-dietil fosforotioato de O-(3-cloro-4-metil-2-oxo-2H-1-benzopiran-7-ilo)

8.1.3.- Propiedades fisicas del cumafods

v" Masa molecular: 362.77 g/mol

v' Punto de fusién: 95°C

v' Presion de vapor: 0.013 kPa (20°C)
v

Solubilidad en agua: 1.5 mg/L (20°C). Limitada solubilidad en
disolventes orgdnicos

8.1.4.- Aplicaciones

v"Inhibidor de la colinesterasa
v" Uso como acaricida y como insecticida no-sistémico
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8.1.5.- Toxicidad

v' DL50 abejas: 3000 ng/abeja

v' LD50 oral: 13-41 mg/kg en ratas, 28-55 mg/kg en ratones y 80
mg/kg en conejos.

v' LD50 dérmico: 860 mg/kg en ratas y 500-2400 mg/kg en conejos

8.2.- Métodos experimentales

8.2.1.- Evaluacion cuadlitativa

Se obtuvieron espectros de infrarrojos de muestras de cumafds patron
puro suministrado por Sigma-Aldrich y de cumafds obtenido de firas de
Checkmite® suministrado por los técnicos de COAG Salamanca.

Los espectros IR de las muestras se registraron en un aparato Midac M
Series FTIR spectrometer (Midac Corporation, California, USA). Se obtuvieron
pastillas de BrK (1 mg de compuesto orgdnico y 300 mg de BrK) y los espectros
se midieron en el rango 4000-600 cm-' mediante la co-adicién de é4 scans con
una resolucidn de 4 cm'. Los espectros se evaluaron usando el software
GRAMS/32 (ThermoGalactic, Wobum USA).

8.2.2.- Evaluacion cuantitativa

La determinacién cuantitativa del cumafds se llevdé a cabo por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-MS). El aparato utilizado fue un
cromatdgrafo Waters (Waters Assoc., Milford, MA, USA), equipado con mddulo
de distribucion de disolventes €2695 y un sistema automdtico de andlisis de
muestras unido a un detector array de fotodiodos (DAD), un detector de
espectrometria de masas (MS) de cuadrupolo simple Micromass-ZQ con
interfase ESI y el sofware Empower como sistema de adquisicidon de datos y
procesamiento.

Foto 77. Bafio de ultrasonidos para la extréccilel cumafos de las tiras de Checkfhite
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Foto 78. Equipamiento del laboratoriel €SIC-IRNASA

La deteccion por DAD se llevd a cabo a 290 nm y la deteccidon por MS
se llevd a cabo utilizando los siguientes pardmetros: voltaje capilar, 3.1 kV;
temperatura de la fuente, 120 °C; voltaje de cono y temperatura de
desolvatacion 20 y 300 °C, respectivamente. El flujo del gas de solvatacién fue
400 L 71y el flujo de gas de cono fue 60 L h'.

Se utilizé una columna Luna PFP2 (Phenomenex, Torrance, CA, USA) de
150 mm x 4.60 mm empaquetada con particulas de 3.0 um y fue usada a
temperatura ambiente. La fase movil fue acetonitrilo/agua-acido férmico
(?0/10-1%). La velocidad de flujo fue 0.4 mL/min y el volumen de inyeccién fue
de 20 pl.

La deteccion fue llevada a cabo por HPLC/DAD a 290 nm y por
HPLC/MS monitorizando el ion positivo molecular (m/z) 363.08. El tiempo de
retencion de cumafds en estas condiciones fue de 6.6 min. La cuantificacion
del compuesto se llevd a cabo por calibracién externa con patrones de
concentraciones desde 1 pg/mL a 20 pyg/mL. Las muestras fueron analizadas
por triplicado.

Foto 79. Tiras de Checkmitegmiizadas introducidas en colmenas (izda)
y tiras a las quets extraido el cumafés (dcha)
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8.3.- Resultados obtenidos

8.3.1.- Evaluacién cudlitativa
En la Figura 1 se incluyen los espectros de IR de las muestras de cumafos

patrén y comercial separadas (A) y superpuestas (B). Ambos espectros fueron
idénticos lo que confirma la identidad de la naturaleza del cumafés comercial

con el cumafds patrén puro.

A

Cumafés puro

Cumafés comercial
(tira no utilizada

Figura 1. Espectro de infrarrojo de muestras de cafas puro y comercial.
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8.3.2.- Evaluacion cuantitativa

En la Figura 2 se incluyen los cromatogramas de un patréon de cumafos
puro de 10 ug/mL y de muestras de la misma concentracion preparadas a
partir de cumafds antes y después de su utilizacion en las colmenas. Los

espectros UV confirman la identidad del compuesto analizado.
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Figura 2. Cromatogramas de cumafds puro y comergiaspectros de UV.

92



1
— WA
Organismo Auténomo de

Empleo y Desarrollo Rural

Diputacion de Salamanca

~CSIC

INSTITUTO DE RECURSOS NATURALES
Y AGROBIOLOGIA (IRNASA)

CO

SALAMANCA

En la Figura 3 se incluyen los cromatogramas de un patréon de cumafos
puro de 10 ug/mL y de muestras de la misma concentracion de cumafds antes
y después de su utilizacion en las colmenas. Los espectros de masas obtenidos
de un scan de las muestras confirman la identidad del compuesto analizado.
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Figura 3. Cromatogramas de cumafés puro y comergiatspectros de MS.
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En la Figura 4 se incluyen las curvas de calibrado del andlisis de cumafos
utilizando el detector DAD (A) y el detector de MS (B) para la cuantificaciéon

del compuesto.
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8.4.- Evaluacion de resultados

8.4.1.- Evaluacion de cumafds en las tiras de Checkmite® iniciales
suministradas por los técnicos de COAG Salamanca para andlisis inicial

(M0)

Se llevd a cabo la extraccidon de cumafds de las tiras mediante
agitacion en bano de ultrasonidos de la tira de Checkmite® con metanol.
Posteriormente se determind por pesada la cantidad de cumafds contenida
en la tira y se evalud su pureza a partir del andlisis por HPLC preparando una
solucion de 10 pg/mlL.

Los resultados obtenidos por pesada del producto obtenido por
evaporacion del metanol indicaron una recuperacion de cumafds comercial
de las tiras proxima al 100%, determinada respecto al peso de producto
tedricamente contenido en las tiras (1.356 Q).

Peso obtenido Tira 1= 1.304 g Recuperacion producto = 95.9 %
Peso obtenido Tira2=1.296 g Recuperacion producto = 95.3 %

Sin embargo, la determinacion de la pureza del producto contenido en las
tiras determinada por andlisis de HPLC indicd una riqueza en cumafods inferior al
100%:

MO-T1 recuperacioén del 95.9% Riqueza en cumafos 81.40%
MO-T2 recuperacion del 95.3% Riqueza en cumafos 82.90%

8.4.2.-Evaluacion de cumaféos en las tiras de Checkmite®
correspondientes a los lotes de tiras que fueron introducidas en las
colmenas (M1 y M2)

Se llevd a cabo una extraccion del producto comercial de las tiras
como se ha indicado anteriormente. Los resultados correspondientes a las 2
tiras de cada uno de los lotes puestos en las colmenas M-1 y M-2 se indican a
contfinuacion:

M1-T1 recuperacién de producto 78.68% Rigueza en cumafds 75.36%
M1-T2 recuperacién de producto 76.47 % Rigueza en cumafés 77.19%
M2-T1 recuperacién de producto 75.74 % Rigueza en cumafds 75.08%
M2-T2 recuperacién de producto 79.41 % Rigueza en cumafds77.09%

Recuperacion media sobre cantidad indicada en envase: 77.57%
Riqueza en cumafds del producto obtenido: 77.00%
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8.4.3.- Evaluacién de cumafdés en las tiras de Checkmite®
correspondientes a los lotes de tiras que fueron introducidas en las
colmenas (M1 y M2) después de ser retiradas de las colmenas (42 dias
en contacto con las abejas)

Se analizé el producto contenido en 12 tiras. Dos de ellas se consideran
blancos y fueron intfroducidas en colmenas sin abejas para ver la pérdida
ambiental del producto.

e —
Foto 80. Tiras de cudsapreparadas para introducirse en una colmenaabiejas

Las 10 tiras restantes se introdujeron en las 5 colmenas del Grupo VI, 2
en cada una de ellas, durante 6 semanas.

Foto 81. Tira de cumasaspendida en un cuadro de una colmena

96



0.a A ::'m; Diputacion bt CS lc E@

SALAMANCA

rganismo tono
Empleo y Desarrollo Rural

/) de Salamanca ¥ AGROBIOLOGIA (RNASA)

A continuacioén se retiraron y se evalud la cantidad de cumafds residual
y sU pureza como anteriormente se habia llevado a cabo. Cabe senalar que la
recuperacion del producto no se corresponde realmente con la recuperacion
de cumafds comercial como ocurria en los ensayos 1 y 2, ya que las tiras
infroducidas en las colmenas se contaminaron con ofros productos
depositados en ellas por las abejas al entrar en contacto con las tiras.

Los resultados obtenidos se incluyen en la Tabla 15 donde se indica el
peso total del producto disuelto en metanol (cumafés mds otros productos
dejados por las abejas), riqueza en cumafés del producto disuelto en metanol,
cantidad de cumafds extraido de las tiras y cantidad de cumafés perdido de
las tiras como resultado del contacto con las abejas calculado respecto a la
cantidad de producto indicado en los envases respectivos de las tiras de
Checkmite® (1.36 g).

Muestra Peso (g) Riqueza Cumafos Cumafos
(%) tira (Q) perdido tira (g)
T-1(blanco) 1.15 70.30 0.81 0.55
T-2(blanco) 1.12 75.29 0.84 0.52
T-3 1.18 58.27 0.69 0.67
T-4 1.20 62.29 0.75 0.61
T-5 1.29 53.78 0.69 0.67
T-6 1.30 49.82 0.65 0.71
T-7 1.08 59.76 0.65 0.71
T-8 0.84 65.23 0.55 0.81
T-9 1.07 59.07 0.63 0.73
T-10 1.15 54.83 0.63 0.73
T-11 1.19 57.34 0.68 0.68
T-12 1.19 62.08 0.74 0.62

Tabla 15. Pérdida de cumafds después del contaotolas abejas

Los resultados obtenidos indican una pérdida de cumafds de 47,3%,
50,6%, 56,1%, 53,5% y 47,7% (valores medios de las 2 tiras de cada colonia) de
las tiras infroducidas en las colmenas del grupo VI del estudio y en contacto
con las abejas, mientras que la cantidad de cumafds perdida en las colmenas
control “sin abejas” fue del 39,2%.
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Tras la readlizacidn de todos los andlisis correspondientes, se han
mantenido tiras de Checkmite® en invernadero durante 3 meses para estudiar
y evaluar la liberacién del cumafds en condiciones ambientales; sin embargo,
no se ha detectado ninguna pérdida del principio activo respecto a la
concentracion inicial. Quizds la explicacion mas plausible para este hecho
sean las bajas temperaturas tipicas del invierno en la provincia de Salamanca.

Foto 82. Cumafés extraido de las diferentes musstestiras usadas y de control de Checkfhite
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9.- DETERMINACION DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN
CERA ANTES Y DESPUES DE REALIZAR LOS
TRATAMIENTOS FRENTE A VARROA

El acumulo de residuos de plaguicidas en la cera y los efectos
perjudiciales que provocan sobre la colonia de abejas es otro de los graves
problemas a los que se enfrentan los apicultores a dia de hoy. Por este motivo,
el Ultimo de los objetivos de este estudio era realizar un andlisis de residuos de
plaguicidas de cera y conocer los residuos acumulados en las colmenas que
manejamos, tfanto cualitativa como cuantitativamente.

Asimismo, para realizar una estimacion de los posibles residuos de
acaricidas acumulados después de su utilizacion para el control de la varroosis,
se tomaron muestras de cera después de aplicar los tratamientos en las
colonias de abejas, pudiendo comparar de esta forma la acumulacién de
residuos al iniciar y al finalizar este estudio.

9.1.- Toma de muestras de cera de las colmenas

Para poder determinar los residuos de plaguicidas en ceraq, inicialmente
se tomd una muestra de todas las colmenas, agrupdndolas de 5 en 5 para
obtener una muestra homogénea de cada uno de los 8 grupos de colmenas
qgue han conformado este estudio.

Fotos 83 y 84. Toma de muestra de cenandganal de una colonia objeto de estudio
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Fotos 85 y 86. Toma de muestra de cenandganal de una colonia objeto de estudio

9.2.- Técnicas de andlisis de cera

Para el andlisis de los residuos de plaguicidas de las muestras de cera
tomadas se ha utilizado el método de extraccidon QUECHERS y determinacion
mediante por cromatografia liquida espectrofotometria de masas utilizando un
analizador de triple cuadrupolo (LC-MS/MS).

9.3.- Resultados obtenidos

9.3.1.- Resultados de las muestras de cera tomadas al inicio del
estudio

La concentraciéon de los distintos plaguicidas estd expresada en ng/g.
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Pesticide

3-HYDROXYCARBOFURAN N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ACETOCHLOR N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ACRINATHRIN 1180 | 1234 | 1202 | 1432| 1075| 1116| 1127 | 1172
ALACHLOR N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. | N.D. N.D. N.D.
AMITRAZ raran N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

2,4-dimetil anilina (DMA) N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

2,4-Dimetilformamida (DMF) 9.5 11 7.5 2 55 | 5.2 8 3.2

N-2,4-dimetilfenil-N-fomamidina
(DMFF) N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D

N-(bis)-2,4-dimetilfenil formamidina

(BDMPF) N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. | N.D. | N.D. N.D.

Amitraz N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. | N.D. N.D. N.D.
ATRAZINE N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ATRAZINE-DEETHYL N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. | N.D. | N.D. N.D.
ATRAZINE-DEISOPROPYL N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
AZINPHOS ETHYL N.D. N.D. N.D N.D N.D. N.D. N.D. N.D.
AZINPHOS METHYL N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
BUPROFEZIN N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. | N.D. N.D. N.D.
CARBENDAZIM MN.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. MN.D.
CARBOFURAN N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
CHLORFENVINPHOS 209 314 300 412 205 196 365 331
CHLORPYRIFOS N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. | 1805 | N.D N.D
A-CIALOTRYN N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D
COUMAPHOS 3786 | 7290| 6016| 10278 | 5746 | 5746| 5778| 5435
DIAZINON N.D. N.D. N.D N.D N.D. N.D. N.D N.D
DICHLOFENTHION N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D
DIMETHOATE N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D
DIURON N.D. N.D. N.D. N.D N.D. | N.D N.D. N.D
ETHION N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
FENITROTHION N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
FENOXON N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
FENOXON SULFONE N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
FENOXON SULFOXIDE N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
FENTHION N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
FENTHION SULFONE N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
FENTHION SULFOXIDE N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
FIPRONIL N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
FLUMETHRIN N.D. N.D. N.D. 360 N.D. 455 N.D. N.D.
FLUVALINATE 1307 1207 626 813 678 | 1396 1511 845
HEXYTHIAZOX N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
IMAZALIL N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
IMIDACLOPRID N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ISOPROTURON N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
MALATHION N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
METHIOCARB N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
METOLACHLOR N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
MOLINATE N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
OMETHOATE N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
PARATHION-ETHYL N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
PARATHION-METHYL N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
PROCHLORAZ N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
PROPANIL N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
PROPAZINE N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
PYRIPROXYPHEN N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
SIMAZINE N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
TEBUCONAZOLE N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
TERBUMETON N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
TERBUMETON-DEETHYL N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
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9.3.2.- Resultados de las muestras de cera tomadas al finalizar el

estudio

La concentracion de los distintos plaguicidas estd expresada en ng/g.

Pesticide C1 c2 c3 ca c5 &7/ c8
ACRINATHRIN 2390 | 2231 1628 | 3039 1422 | 1447 1630
2,4-Dimetilformamida (DMF) =89 420 54l 35 32 41 510
CHLORFENVINPHOS 380 315 365 | 597.5 308 360 450
COUMAPHOS 5820| 6820| 5030| 13075| 41575 | 4385 | 23250
FLUMETHRIN 338 245 260 95 100 140
FLUVALINATE 2538 1987 1018 1148 1335 | 1982 1440

102



. - E': Diputacion b CS lc EE

Organismo Auténomo de
Empleo y Desarrollo Rural

Diputacion de Salamanca

INSTITUTO DE RECURSOS NATURALES SALAMANCA

@ de Salama nca ¥ AGROBIOLOGLA (IRNASA)

9.4.- Evaluacion de resultados

9.4.1.- Evaluacidn de plaguicidas en cera al inicio del estudio

De los resultados de estos andlisis de las muestras de cera tomadas al inicio
del estudio se desprende que la mayor parte de los plaguicidas detectados
son acaricidas usados para el control de la varroosis en las colonias de abejas.

Estos acaricidas, utlilizados recientemente o hace fiempo por los
apicultores, autorizados o no para el control de |la varroosis, aplicados en las
colmenas a través de medicamentos veterinarios o de productos artesanales,
se detectan en los andlisis como consecuencia del proceso de acumulacion
que se produce en esta matriz, debido a que la cera, al ser tan liposoluble,
absorbe los distintos principios activos utilizados frente a Varroa.

A la vista de los resultados analiticos se observa la presencia de fluvalinato,
con una media alcanzada en su conjunto de 1.048 ng/g, muy elevada si
tenemos en cuenta que este principio activo no se habia utilizado en las
colmenas usadas para realizar este estudio desde muchos anos atrds. La
persistencia de este acaricida en la cera puede influir en los resultados
obtenidos en las colmenas del Grupo | vy la falta de eficacia del fluvalinato
frente a la Varroa. También se ha detectado acrinatrina y clorfenvinfos
(productos no autorizados para el control de Varroa) en todas las muestras
tomadas, alcanzando una media de 1.192 ng/g y 292 ng/g respectivamente.
La flumetrina se detecta Unicamente en dos de las ocho muestras y en
cantidades bajas. Igualmente se detectan cantfidades insignificantes de
2,4 -Dimetilformamida, un producto de la degradacion del amitraz. La rapida
degradacién del amifraz y su ausencia como tal en la cera puede que sirva
para explicar el mantenimiento de la eficacia de este acaricida después de su
uso durante muchos anos en las colonias de abejas, tal como se ha podido
comprobar en las colmenas del Grupo Il de este estudio.

PLAGUICIDA GRliJPO GR:.:PO GR:,J,PO GRIL\J/PO GR\L;PO GR\llJIPO GR\;.:IPO GI:,L::O MEDIA
Acrinatrina 1.180 | 1.234 | 1.202 | 1.432 | 1.075 | 1.116 | 1.127 | 1.172 | 1.192
Dimetilformamida*| 9,5 11 7,5 2 5,5 5,2 8 3,2 6
Clorfenvinfos 209 314 300 412 205 196 365 331 292
Clorpirifés N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. | 1.805 | N.D. N.D. 226
Cumafas 3.786 | 7.290 | 6.016 [10.278| 5.746 | 5.746 | 5.778 | 5.435 | 6.259
Flumetrina N.D. N.D. N.D. 360 N.D. 455 N.D. N.D. 102
Fluvalinato 1.307 | 1.207 | 626 813 678 | 1.396 | 1.511 | 845 | 1.048

Tabla 16. Resumen de los resultados positivos dguikidas en el primer analisis de cera
(* Producto de la degradacion @ehitraz)
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Destaca la elevada concentracion de cumafds en todas las muestras de
cera, alcanzdndose 6.259 ng/g de media del conjunto. Esto se debe a que
este principio activo ha sido el mas utilizado en las coimenas de Castilla y Ledn
para el control de la varroosis en los Ultimos anos, y quizds sea un factor que
también influya en la falta de sensibilidad o pérdida de eficacia del cumafds
frente a la Varroa que se ha observado en las colmenas del Grupo VIl de este
mismo estudio.

En una Unica muestra de las ocho se ha detectado clorpirifds, insecticida
organofosforado que causa envenenamiento por colapso del sistema nervioso
del insecto y que se utiliza ampliamente en la agricultura, obteniéndose un
gran efecto de choque aplicdndose mediante pulverizacion para el control
de plagas de las cosechas (cochinillas, moscas, trips, orugas, escarabajos y
ofros insectos); que a su vez es uno de los plaguicidas que tiene mds presencia
en la cera a nivel nacional y en las muestras de abeja y de polen analizadas.

9.4.2.- Evaluacidn de plaguicidas en cera al finalizar el estudio

En los resultados de los segundos andlisis practicados a las muestras de
cera tomadas al finalizar el estudio se puede observar como los plaguicidas
detectados siguen siendo acaricidas usados frente a la varroosis, ya que la
ubicacién del asentamiento de las colmenas sometidas a estudio, en una zona
adehesada, no ha permitido el contacto de las abejas con ningin ofro
pesticida. Ademds se observa un incremento de las cantidades detectadas de
todos los acaricidas usados en el presente estudio.

Las cantidades detectadas de los plaguicidas varian un poco si las
comparamos con los resultados del andilisis inicial. Estas variaciones observadas
en el caso de la acrinatrina (1.970 ng/g) o clorfenvinfés (397 ng/g), se deben a
gue en ocasiones aunque las muestras se tomaron de la misma colmena, no se
cogieron del mismo cuadro que se ufilizd para tomar las muestras de cera
sobre las que se hizo el andilisis inicial de plaguicidas, y que en este segundo
andlisis no se analizd la cera del Grupo VI.

Cabe destacar el importante incremento de la concentracion de algunos
principios activos usados en este estudio para valorar su eficacia frente a
Varroa, como es el cumafds. En este caso, se detecta un elevado incremento
precisamente en los grupos de colmenas en los que se infrodujeron Ias firas con
esta materia activa, ya fuera para estudiar su eficacia o fuera como acaricida
de confraste en el ensayo de eficacia de otros productos. En el conjunto la
cantidad media de cumafds en todas las muestras de cera alcanzan 14.279
ng/g, mas del doble de la concentraciéon detectada al inicio del estudio (6.259

ng/g).
En el caso del fluvalinato se detecta un ligero incremento en la cantidad

detectada en este segundo andlisis de plaguicidas que asciende a 1.635 ng/g.
frente a 1.048 ng/g que resultaron en el andlisis inicial, debido probablemente
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a la utilizaciéon de las tiras con este principio activo en las colmenas del Grupo |,
precisamente para valorar su eficacia. Lo mismo ocurre en el caso de la
flumetrina, con una concentraciéon en el segundo andlisis de 168 ng/g frente a
los 102 ng/g del primer andlisis.

PLAGUICIDA GRlIJPO GR:.IIPO GRIlIJIPO GRIl\J/PO GR\l;lPO GR\;.:IPO GI:/lIJIII’O MEDIA
Acrinatrina 2.390 | 2.231 | 1.628 | 3.039 | 1.422 | 1.447 | 1.630 1.970
Clorfenvinfos 380 315 365 597,5 308 360 450 397
Dimetilformamida* 39 420 51 35 32 41 510 161
Cumafds 5.820 | 6.820 | 5.030 | 13.075 | 41.575| 4.385 | 23.250 | 14.279
Flumetrina 338 245 260 95 100 140 N.D. 168
Fluvalinato 2,538 | 1.987 | 1.018 | 1.148 | 1.335 | 1.982 | 1.440 1.635

Tabla 17. Resumen resultados positivos de pieigas en el segundo andlisis de cera
(* Producto de la degradacidal amitraz)

También en este segundo andlisis de residuos de plaguicidas se ha
detectado 2,4 -Dimefilformamida, alcanzando 161 ng/g de media del
conjunto de las muestras de cera tomadas, aunque su concentracion es
superior en las colmenas que se trataron con este principio activo para valorar
su eficacia (Grupo Il) o como contraste para valorar la eficacia de ofros
acaricidas (Grupo VIiI).
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10.- VALORACION DE LA EFICACIA DE ATRAYENTE PARA
AVISPA'Y AVISPON

Aunqgue no estaba previsto inicialmente dentro de los objetivos de este
estudio, se aprovechd el mantenimiento del colmenar ensayado para probar,
durante parte de septiembre y octubre, la eficacia y especificidad del
atrayente Avispa’Clac®, un cebo concentrado polivalente para avispas,
moscas y avispones. Para ello se colocd en una frampa, que se colgd en una
encina situada a unos 30 metros del colmenar estudio, renovando este liquido
atrayente cada 10 dias en 4 ocasiones.
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>

Foto 87. Jaula con atrayente colgada de encinaamacal colmenar estudio

Inmediatamente tras colocar la trampa con el liquido atrayente se podia
observar su gran capacidad de afraccion de avispones. En el momento de la
renovacion de este liquido, se recuperd el contenido de la jaula para
comprobar los distintos insectos que habian caido en la misma. En las 4
ocasiones, se comprobd que habia en su interior una elevada cantidad de
Vespa crabro, a pesar de que aparentemente en el colmenar no se
observaba la presencia de avispones, con una media de 60 individuos por
contfrol. También habia abundantes caddveres de Vespula vulgaris (88
individuos de media en cada control). En ninguno de los casos se capturd
ningun individuo de Apis mellifera ni de Vespa velutina.

Foto 88 y 89. Imagenes de Vespa crabro reeodala trampa
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