Universidad Nacional
Facultad Ciencias de la Salud

Escuela de Medicina Veterinaria

Efectividad del acido oxalico en el control integrado del
acaro Varroa destructor en colmenas de abejas
africanizadas en Atenas, Alajuela.

Modalidad: Tesis

Trabajo Final de Graduacién para optar por el Grado
Académico de Licenciatura en Medicina Veterinaria

Oriana Quirds Vargas

Campus Pbro. Benjamin Nufiez, Heredia

2023



APROBACION DEL TRIBUNAL EVALUADOR

Laura Bouza Mora, M.Sc.

Vicedecana Facultad de Ciencias de la Salud

Julia Rodriguez Barahona, Ph.D.

Subdirectora Escuela de Medicina Veterinaria

Rafael Angel Calderdn Fallas, Ph.D

Tutor

Ana Jiménez Rocha, Ph.D

Lectora

Luis Sanchez Chaves, M.Sc.

Lector

LAURA SOFIA Frmadedatuinent
BOUZA MORA BOUZA MORA (FIRMA)

Fecha: 2023.11.22

(FIRMA) 13:50:37 -06'00'

Firmado digitalmente
JULIA VICTORIA por JULIA VICTORIA

RODRIGUEZ RODRIGUEZ

BARAHONA BARAHONA (FIRMA)
Fecha: 2023.11.23

(FIRMA) 06:32:02 -06'00"
RAFAEL ANGEL Firmado digitalmente
por RAFAEL ANGEL
MARTIN MARTIN CALDERON

CALDERON FALLAS (FIRMA)
FALLAS (VA S

ANA EUGENIA JIMENEZ ROCHA (FIRMA)
PERSONA FISICA, CPF-01-0572-0519.
Fecha declarada: 24/11/2023 09:49:25 AM
Esta representacion visual no es fuente

de confianza. Valide siempre la firma.

LUIS Firmado digitalmente

por LUIS ALEJANDRO
ALEJANDRO SANCHEZ CHAVES
SANCHEZ (FIRMA)

Fecha: 2023.11.23

CHAVES (FIRMA) 17:47:18 -06'00'

Fecha de la defensa: 15 de noviembre de 2023 .




DEDICATORIA

A mi mama, Arlet Vargas Morales, por su apoyo incondicional, amor y consejos:
gracias por estar siempre para mi, por darmelo todo y por ayudarme a alcanzar mis

metas.

A mis mascotas (Camilo, Spike, Camilo2, Cloe hamster, Nacho, Tobby, Cloe,
Valentina, Negro, Terry, Robbie, Goofy, Spot) por ser siempre la fuente de mi

motivacion, por permitirme aprender de ellos y por ser mi apoyo emocional.



AGRADECIMIENTOS

A mi tutor, el Dr. Rafael Calderén: gracias por compartirme parte de sus

conocimientos y por toda la ayuda brindada en la realizacién de esta Tesis.

A mis lectores, la Dra. Ana Jiménez Rocha y el M.Sc. Luis Sanchez Chaves y
al M.Sc. Fernando Ramirez Arias: gracias por toda la ayuda brindada, por los consejos
y por estar a disposicidon durante el tiempo que realicé este Trabajo Final de

Graduacion.

Al CINAT por permitirme utilizar algunas de sus colmenas, disponer del
Laboratorio de Patologia y facilitarme instrumentos y transporte para realizar mi
investigacion. Ademas, gracias a todo el personal del CINAT, quienes siempre fueron

muy amables y colaboradores conmigo.

A la Dra. Gaby Dolz Wiedner, al Dr. Mauricio Pereira Mora y a la Dra. Julia
Rodriguez Barahona, por haberme dado la oportunidad de realizar la pasantia en

Alemania y por la ayuda en los trdmites necesarios.

Al DAAD por otorgarme la beca que me permiti6 realizar la pasantia en
Alemania. También a Frau Johanna Kroll: gracias por toda la ayuda brindada durante

mi estadia en Alemania.

A la Dra. Marta Bonilla 'y a la Dra. Nicole De Buhr: gracias porque me ayudaron
a desarrollar un poco mas mis habilidades de investigacion; ademas de que siempre

me apoyaron y me ayudaron mucho en mi estadia en Alemania.



Al Dr. Michael Wendt: gracias por organizar todo con respecto a mi pasantia en
Alemania, por interceder por mi para que me aceptaran en el Instituto de Apicultura de

Celle.

Al Dr. Otto Boecking, director del Instituto de Apicultura de Celle, por permitirme
realizar la pasantia en dicho instituto y por todo el apoyo brindado. Ademas, gracias a
trabajadores de este instituto, tales como Stephan Lembke, quien siempre se preocupo
porque yo estuviera comoda en lo que estuviera haciendo. También Pawl, quien
supervisaba todas mis practicas y Raphael que siempre estuvo anuente a ayudarme

cuando lo fue necesario.

A los estudiantes del Instituto de Apicultura de Celle: Madita, Stephan, Mara,
Simon, Jimmy, Peter, Lina por haberme hecho sentir como una comparfiera mas y por

hacer el esfuerzo de hablar inglés para poder comunicarse conmigo.

A Andrea Odio y a Mar Arce por haber formado mi pequefa familia en Alemania

y ser mi lugar seguro durante nuestra estadia alla.

A mi amiga Katherine Sandi y al Dr. Bernardo Vargas Leitdn, por su ayuda en

el andlisis estadistico.

A mi amiga Cynthia por siempre apoyarme en todo.



Vi

INDICE DE CONTENIDO

APROBACION DEL TRIBUNAL EVALUADOR.........cccoveitiieecteieeeee e ee et i
DEDIC AT ORI A ..ttt e e e e e e et e ettt e e e e e e e e e eeettaanaeeeeeeeeeanes Iii
AGRADECIMIENTOS ...t e et s e e e e e e e e eeesaaaa e e e e eeeeeeennes v
INDICE DE CONTENIDO ....cocutititeiiiiiteteieisesieieiee et Vi
INDICE DE CUADROS ..ottt ettt eae e tesae e e eaesaesaeeae e iX
INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt ettt e s et e e eae e eaeeae e X
INDICE DE ANEXOS ..ottt ettt ettt et eeaesae s e saesaesaeeeenes Xi
LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS.......c.coviiiiiieeiecieceete et ee e Xii
GLOSARIO . ..t e e e ettt e e Xiii
RESUMEN ..ot e ettt e e e e e e e et e et e e e e e e e e eeessann e eeeeeeeeennnes Xiv
Y = 3 I ¥ SRR XVi
1. INTRODUGCCION ...ttt ettt 18
1.1 ANTECEDENTES ...ttt e et e et e e e e et e eeeeaans 18
1.2, JUSTITICACION ettt e e e e e e r e e e e e e e 21
2 [ 4 Y o Lo T =12 [l - IO USROS 23
O o 1T o Yo (=T] £ TSRS P PP 27
S T @] o111 A Yo 1 PRSP 27
1.3.1. ODJELIVO QENEIAI ..ottt ettt e s teeseebesneesesneennas 27
1.3.2. ObjetiVOS ESPECITICOS .cciiiiiciicieeeeee et 27
2. METODOLOGIA: MATERIALES Y METODOS......ccctiiiiieieieenenieieienenesieieee s 28
2% V=3 (Yo [o o L= 0 [ ] £ o PO UURUPPPURPIR 30
2.2. MELOUO @ TOAIA ...eeeieiiiiie ettt e e 30
2.3. Método de tiras de cartdn iMpPregnado..........ccuvvvieiiieee i 30
2.4, ProOUCTO € CROQUE ... .uuiiiiiiiiiiiiiitiieetiteeeeieee ettt ssnnnnes 31
2.5. Mortalidad de los &caros en las colmenas experimentales...........ccccuvvvvvviinnnnnnnnns 32
2.6. Efectividad de 10S tratami@ntOS ... .....uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieebsinbeeeaeeseeeeeseeneeeeeeeenee 32
2.7. Posibles efectos adversos de los tratamientos sobre la condicion de las
(o301 1t 1= = T USSP 33
2.8. ANALISIS 8 TALOS ..o ieiiiiieie ettt e et e e e e e e e e e e e e 34
G ] U A 5 10 1 36

KT8 I |V =3 (o To [0 o 1= o [o 1 (=T o PP UR O UUPPPPPRRRP 36



vii

700 0t Iy =03 4 AV Yo - T O T 36
3.1.2. Mortalidad de acaros durante el period de aplicacion ........c..ccoeceveceveenecnienns 37
3.1.3. Mortalidad de acaros Por COIMENA.......cccocveveiieiececeeeeeeee e 38
I TZ20 V1= o o Lo Je [N (o - 11 - 39
G Tt N = = o3 1 Y T - T TSRS 39
3.2.2. Mortalidad de acaros durante el periodo de aplicacion.........ccccccecveeeveeeeineenenne. 39
Mortalidad PO COIMEBNA.......coceeiicieeceeeeeeee ettt et s re e e beeanas 40
3.3. Tiras de cartOn iMPregnadas ...ttt 41
G0 Tt R = o3 1 1Y T - T SRR 41
3.3.2. Mortalidad de acaros durante el period de aplicacion ........cccceovvveeiieeeeceenenne, 42
3.3.3. Mortalidad de acaros por COIMENA.......ccoccveviiieiiceceee e 43
3.4, GIUPO CONTIOL Lottt 44
3.4.1. Mortalidad natural de acaros durante el periodo de aplicacion........................ 44
3.4.2. Mortalidad natural de &caros por COIMENaA........ccccceeeevireeviiiececeeee e 46
3.5. Comparacién entre los métodos de aplicacion del acido oxalico y el grupo
(o0 011 (o RPN 47
I T T = = To (o o= o A= ] o 1= P 50
3.6.1. MELOUO A8 GOLEO ...uviniiiieteeiee ettt sttt 50
3.6.2. MELOAO € tOAIIA ....eeeeeeeeeeee ettt 51
3.6.3. Tiras de cartdn iIMpPregnado.............cceiiaee i 52
3.6.4. GrUPO CONTIOl cuiiiiiiiecee ettt sttt et st et et e e s e besbeentesteesaebeereenes 53
4. DISCUSION ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt sa e anas 55
v |V =1 o o Lo e [= 0o To ] = o TR PP PR PP 55
4. 1.1, EFECTIVIAAA ..ottt sttt ettt sse b e 55
4.1.2. Mortalidad de acaros durante el periodo de aplicaciOn.........cccoceeeevivececieennnn, 56
4.1.3. Mortalidad de 4caros Por COIMENA......cccceceeiiiiieeeceeececeee et 56
v Y/ 13 o o Lo Jo [N (o - 11 - 57
o N =i =T o3 V4T = T [OOSR 57
4.2.2. Mortalidad de acaros durante el periodo de aplicacion.........cccccceevevvevveeneenennens 58
4.2.3. Mortalidad POr COIMENA........ccoiieieeceeee et seeens 58
4.3. Tiras de cartOn iMPregNa0as. ... . ... uuuuuuuumneiiiuieuiineaieeeneeeeeeeneerreaeeereneeeennnnnnnnnernnennnes 58
4.3.1. EfECHVIAAU ... ..o 58

4.3.2. Mortalidad de acaros durante el periodo de aplicacion.........ccccccceevevvevieeneenenens 59



viii

4.3.3. Mortalidad de &caros POr COIMENA......cccivriririieeeeee s 60
N €T VT o o I o0 1 ] 4 Y P 60
4.4.1. Mortalidad natural de 4caros durante el periodo de aplicacion ............c.c........ 60
4.4.2. Mortalidad natural de &caros por COIMEeNa.......ccccoveereineineineeeeeees 61
4.5. Comparacién entre los métodos de aplicacion del acido oxalico y el grupo
(001 11 8 o | RN 61
4.6, EfECTOS AUVEISOS. . uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 62
5. CONCLUSIONES. ... .ttt e e et e e e e e e e e eeaa e aeees 64
6. RECOMENDACIONES ... ..ot e e e e e e eees 65
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooviiteeeeeeeee ettt 66

8. ANEXOS .. 79



iINDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Efectividad del acido oxalico (AO) por el método de goteo (n= 4, X = DE)
mediante el registro de acaros caidos durante las primeras cuatro semanas............ 36

Cuadro 2. Efectividad del acido oxalico (AO) en el control del acaro varroa mediante
la técnica de toalla (n= 4, X +) durante un periodo de cuatro semanas...................... 39

Cuadro 3. Efectividad del acido oxalico (AO) en el control del acaro varroa mediante
el método de tiras de carton impregnadas con acido oxalico (n= 4, X + DE) durante un
(LT gTolo [ole (o R ot U PN i fo JST=T0 o =g = LSS 42

Cuadro 4. Conteo de &caros caidos de manera natural en el grupo control (X + DE)
durante un periodo de CUALIO SEMANAS .......cceeeeeeeee e 45



INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Caida de V. destructor durante la aplicacion de acido oxalico mediante el
tratamiento de goteo (N=4, X £ DE) en cuatro SEManas. ..........ccceeeverevervnriiiieeeeeeeennnns 37

Figura 2. Conteo de acaros en cada colmena durante la aplicacion de acido oxalico
mediante el tratamiento de QOLEO. .........covvviiiiiiii e 38

Figura 3. Distribucion de la caida de acaros durante el periodo de aplicacion de &cido
oxalico con el método de toalla (n= 4, X £ DE) en cuatro semanas........................... 40

Figura 4. Conteo de &caros en cada colmena durante la aplicacion del acido oxalico
mediante el tratamiento de toalla ... 41

Figura 5. Caida de acaros durante las cuatro semanas de aplicacién de acido oxalico
en tiras de carton impregnadas (N=4, X £ DE). ......ciiiiiiiiiiiiiieec e 43

Figura 6. Conteo de acaros por cada colmena durante la aplicacion de acido oxalico
mediante el tratamiento de tiras de CartOn. ...........cccccuuuemiiiiiiiiiii 44

Figura 7. Caida natural de acaros en el grupo control (X £ DE) durante cuatro semanas
45

Figura 8. Caida natural de acaros en cada colmena del grupo control ..................... 46

Figura 9. Caida semanal de acaros (promedio) para cada grupo de tratamiento y las
COIMENAS CONIOL ..o 47

Figura 10. Comparacion de medias ajustadas y desviaciones estandar de los grupos
tratamiento Y CONIOL...........iii i e e e e e e e eeeenes 48

Figura 11. Comparacién semanal de la mortalidad del acaro varroa en los tratamientos
con &cido oxalico y su caida natural en el grupo control .............cccooeeeeeiiiiiiiiiiinneeee, 49



Xi

iINDICE DE ANEXOS

ANEXO 1. BITACORA DE PASANTIA EN EL INSTITUTO DE APICULTURA DE



xii

LISTA DE ABREVIATURAS Y SiMBOLOS

AO: Acido oxalico
DE: Desviacion estandar
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GLOSARIO
Apiario: conjunto de colmenas.
Alza: parte de la colmena donde se ubican los marcos utilizados para el
almacenamiento de la miel (produccion).
Camara de cria: espacio de la colmena, donde se ubican los panales con cria.
Usualmente esta localizada en la parte inferior.
Colmena: es el nido, constituido por la colonia y sus panales de cera;
corresponde a la unidad de produccioén apicola.
Colonia: conjunto de abejas que interactian intercambiando alimentos y otras
sustancias necesarias para su vida, y llevando a cabo diferentes actividades
(defensa de la colonia, alimentacion de la cria, basqueda de alimentos, entre
otros).
Control Integrado: uso de diferentes métodos y productos alternativos para
el control de plagas, con el fin de disminuir al maximo el uso de quimicos.
Enjambre: grupo de abejas obreras que junto a la reina abandonan la colmena
y se instalan en un nuevo sitio (forma de reproduccién de la colmena)
Piquera: espacio que se encuentra en la parte inferior de la colmena, el cual es
utilizado para la entrada y salida de las abejas.

Piso: accesorio de la colmena ubicado en la parte inferior.
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RESUMEN

La disminucién de colmenas de abejas Apis mellifera, se ha relacionado con la
presencia de enfermedades, una de ellas es la varroosis, la cual es ocasionada por el
acaro Varroa destructor, un ectoparasito obligado de las abejas. Para su control,
tradicionalmente se han utilizado los acaricidas quimicos, sin embargo, su uso
inadecuado e indiscriminado puede tener consecuencias, como el desarrollo de
resistencia del caro y la presencia de residuos en miel y cera. Por lo que es necesaria

la investigacion de productos alternativos de bajo impacto ambiental.

En el presente estudio se determing la efectividad del &cido oxalico en el control
del acaro varroa. El experimento se desarroll6 en un apiario constituido por 16
colmenas de abejas africanizadas, ubicado en Atenas, Alajuela. Las colmenas se
dividieron en cuatro grupos para aplicar y comparar los tratamientos: 1- método de
goteo (35 g de &cido oxdlico y 1 Kg de azucar), 2- método de toalla (12 g de acido
oxalico, 13 ml de glicerina, 10 ml de agua destilada por toalla), 3- método de carton
impregnado (7.5 g de acido oxdlico y 12.5 ml de glicerina por tira) y 4- grupo control,

al cual no se le aplicé ningun producto.

En cuanto al método de goteo, se aplic6 semanalmente 5 ml sobre los marcos.
Para el método de toalla, esta se colocé sobre los marcos, mientras que, para el de
carton, se utilizaron cuatro tiras por colmena, las que permanecieron durante cuatro
semanas. Los tres tratamientos, se aplicaron en la camara de cria y se realizaron
observaciones para determinar posibles efectos adversos. Posteriormente, se aplico

Flumevar® (flumetrina), como producto de choque durante cinco semanas.



XV

Las efectividades de los diferentes métodos en el control de varroa,
correspondieron a: 74.4% con la toalla, 63.0% con el goteo y 50.0% con las tiras de
carton. Con base en lo anterior, se puede concluir que el acido oxalico mostro
efectividad en el tratamiento de V. destructor en abejas africanizadas en condiciones

tropicales, por lo que se puede recomendar su uso.

Palabras clave: Acido Oxalico, Abeja Africanizada, Varroa destructor, Control

Integrado
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ABSTRACT

The decrease in Apis mellifera beehives has been related to the presence of
diseases, one of them is varroosis, which is caused by the mite Varroa destructor, an
obligate ectoparasite of honey bees. For varroa mites control, chemical acaricides have
traditionally been used, however, their inappropriate and indiscriminate use can have
consequences, such as the development of mite resistance and the presence of
residues in honey and wax. Therefore, research into alternative products with low
environmental impact and non-toxic is necessary. In the present study, the

effectiveness of oxalic acid in the control of varroa mites was carried out.

The experiment was developed in an apiary made up of 16 Africanized honey
bee colonies, located in Atenas, Alajuela. The hives were divided into four groups to
apply and compare the treatments: 1- trickling method (35 g of oxalic acid and 1 Kg of
sugar), 2- towel method (12 g of oxalic acid, 13 ml of glycerin, 10 ml of distilled water
per towel), 3- impregnated cardboard method (7.5 g of oxalic acid and 12.5 ml of

glycerin per strip) and 4- control group, to which no oxalic acid was applied.

As for the trickling method, 5 ml was applied weekly to the top of the frames. For
the towel method, this was placed on the frames, while, for the cardboard method, four
strips were used per hive, which remained for four weeks. The three treatments were
applied in the brood chamber and observations were made to determine possible
adverse effects. Later, Flumevar® (flumethrin) was applied as a shock product during

five weeks.
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The effectiveness of the different methods for varroa control corresponded to:
74.4% with the towel, 63.0% with trickling and 50.0% with cardboard strips. According
with the results, it can be concluded that oxalic acid showed effectiveness in the
treatment of V. destructor in Africanized honey bees in tropical conditions, so its use

can be recommended.

Key words: Oxalic Acid, Africanized bee, Varroa destructor, Integrated control.
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1. INTRODUCCION
1.1. ANTECEDENTES

Existen aproximadamente 20 000 especies de abejas descritas y de estas, la
abeja melifera, Apis mellifera, es la que se utiliza principalmente para la produccion de
miel, polen, cera, propoéleo, jalea real, entre otros (Zammit y Blundell 2023). No
obstante, la principal funcién de las abejas es la polinizacién de los bosques y cultivos
agricolas, lo cual proporciona diferentes beneficios ya que tiene un impacto en la
conservacion del ambiente y la seguridad alimentaria al favorecer la formacién de
frutos y semillas (Solano y Odio 2019).

Las abejas meliferas cumplen un papel relevante en la salud publica, tanto a
nivel de la salud humana como animal, debido a que sus productos son utilizados por
sus propiedades curativas o como suplementos alimenticios (Zammit y Blundell 2023).
Estas abejas fueron traidas a América por los primeros conquistadores europeos (Van
Veen y Arce 1993) y desde entonces, en Costa Rica se han utilizado para la
polinizacion de cultivos agricolas y para la produccion de miel, ademas de otros
productos apicolas (Ramirez y Van Veen 1993).

En 1956 se introdujeron a Brasil abejas de origen africano, A. mellifera scutellata
L, con el fin de obtener colonias mas adaptadas a condiciones tropicales y que a su
vez, produjeran una mayor cantidad de miel. Sin embargo, algunos enjambres de
abejas africanas abandonaron los apiarios experimentales y se cruzaron con las de
origen europeo, originando un hibrido denominado abeja africanizada, la cual migro,
de forma natural, a la mayoria de los paises de América (Calderon et al. 2019), donde

desplazaron a las abejas de origen europeo (Guzman et al. 2011). En 1983, se
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detectaron los primeros enjambres africanizados en Costa Rica y actualmente, esta
abeja es la que predomina en la apicultura del pais (Mufioz 1988; Van Veen et al.
1990).

Costa Rica se ha caracterizado por un alto consumo de miel de abeja (200 a
400 g per capita). Algunos usos de la miel en la industria alimentaria estan relacionados
con la fabricacidn de jaleas, endulzante natural y la produccion de alimentos. Mientras
qgue, en el ambito de la salud, se puede mencionar su aplicacibn como antiséptico y
cicatrizante en heridas y quemaduras, ademas de su uso en la formulacion de
medicamentos y cosmeéticos (Calderdn et al. 2016; Solano y Odio 2019).

En el afio 2019, de acuerdo con Sepsa (2020), se reportaron en Costa Rica
aproximadamente 1376 apiarios con un total de 39 976 colmenas, no obstante, para
el periodo 2016-2019 se indicd una disminucién en el numero de apiarios y colmenas.
Dicha reduccién podria estar relacionada, entre otras causas, con la presencia de
enfermedades en los apiarios, ya que segin Guzman-Novoa y colaboradores (2011),
la presencia de algunas de ellas, sin control ni manejo sanitario adecuado, pueden
llevar a la pérdida de colmenas.

Una de las enfermedades de mayor importancia econdémica en la apicultura
mundial, es la varroosis (Espina y Ordetx 1984; Bailey y Ball 1991), la cual es
ocasionada por el acaro Varroa destructor (Anderson y Trueman 2000). Este acaro,
originalmente infestaba la abeja asiatica A. cerana, sin causar dafios en las
poblaciones. En la actualidad es un ectoparasito obligado de las abejas meliferas (A.

mellifera) que se alimenta de la hemolinfa y/o cuerpo graso de los individuos adultos y
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larvas, asi como también de la pupa en las celdas con cria sellada (Bailey y Ball 1991;
Ramsey et al. 2019).

De acuerdo con Ritter y colaboradores (1983), una infestacion severa de V.
destructor puede causar la muerte de toda una colonia de A. mellifera entre tres y
cuatro afos posterior a su infestacion; mientras que Le Conte y colaboradores (2010),
sefalan que, si no se trata una colonia contra este acaro, no sobrevive mas de dos
afios. En Estados Unidos y Europa se han reportado grandes pérdidas de colmenas
debido a este parasito (Ritter y De Jong 1984; Bailey y Ball 1991). En cuanto a paises
de clima tropical, la infestacién podria tener consecuencias aun peores, ya que hay
presencia de cria durante todo el afio, en la cual el &caro se reproduce (cria sellada) y
de esta manera aumenta su poblacion en las colmenas (Calderdn et al. 2012). En
Costa Rica, V. destructor fue detectado en setiembre de 1997 (Calderdn et al. 1998) y
desde entonces, productores de distintas zonas apicolas del pais, han reportado la
pérdida de colmenas y reduccion en la produccion de miel, relacionadas con su
presencia (Calderén 2009).

El ciclo reproductivo del acaro varroa inicia cuando ingresa a la celda con cria
antes de ser operculada, posteriormente se traslada hasta el fondo y permanece en el
alimento larval, luego cuando las obreras operculan la celda, el 4caro se desplaza
hacia la larva y se alimenta. Después de 60 h de que la celda ha sido operculada, la
hembra pone el primer huevo que da origen al macho y posteriormente oviposita cada
30 h, dando origen a las hembras (Vandame 2000; Ritter 2001). Debido a que la
mayoria de los productos acaricidas actian por contacto sobre el acaro adulto en fase

forética (sobre las abejas adultas), cuando V. destructor se esta reproduciendo dentro
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de la cria sellada, se encuentra protegido, lo cual representa una limitante para la
mayoria de los tratamientos (Koeniger y Fuchs 1988).

Tradicionalmente, para el control de la varroosis se han utilizado diferentes
acaricidas quimicos; sin embargo, esto tiene algunos inconvenientes, como el
desarrollo de resistencia del acaro y la presencia de residuos quimicos en la miel. Uno
de los productos naturales que se ha utilizado como alternativa en el tratamiento del
acaro V. destructor corresponde al acido oxalico (Adjlane et al. 2016). Este acido se
produce de manera natural en forma de oxalatos en las raices y rizomas de plantas de
la familia Oxalis (Martinez 2015) y Rumex, de las cuales fue aislado originalmente. El
mismo se encuentra en las plantas como sal potasica acida o como sal de calcio
(Mariani et al. 2003).

Al acido oxélico también se le conoce como é&cido etanodioico, es el mas
sencillo de los acidos dicarboxilicos y su formula quimica corresponde a H2C204 (OIT
y OMS 2018), cristaliza en forma de piramides rombicas y pueden formar facilmente
dihidrato. Este acido se comercializa principalmente en cristales que contienen 71.4%
de &cido oxalico anhidro y 28.6% de agua (Mariani et al. 2003).

Estudios preliminares sobre el uso del acido oxalico en el control del acaro
varroa en abejas africanizadas en condiciones tropicales como las de Costa Rica,
indican una efectividad que varia entre un 60.0% y 70.0%, dependiendo del método
de aplicacion y de la época del afio (Villegas 2021).

1.2. Justificacion
Costa Rica es el pais con mayor uso de agroquimicos de América Latina

(Solanoy Odio 2019) y como consecuencia de su aplicacion desmedida en los cultivos,
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se ha relacionado con una alta mortalidad de abejas (Alvarado 2020). A pesar de que
los principales productos quimicos que afectan a las abejas son los empleados en la
agricultura y ganaderia, es recomendable reducir o eliminar su uso en la apicultura.
Algunos acaricidas quimicos que han sido utilizados en el tratamiento del acaro
V. destructor en abejas meliferas son el fluvalinato (Apistan®), flumetrina (Bayvarol®)
y coumafos (Checkmite®) (Aliano et al. 2006; Calderdn et al. 2014). Sin embargo, el
acaro ha generado resistencia a algunos de estos acaricidas, debido principalmente a
su uso inadecuado; como, por ejemplo, la subdosificacion, la aplicacion por periodos
cortos o prolongados y el uso de preparaciones caseras (Milani 1995; Trouiller 1998;
Kanga et al. 2010). Ademas, el uso de estos acaricidas quimicos puede llegar a afectar
la salud de las colmenas, asi como también podria afectar la salud publica, ya que se
ha detectado la presencia de residuos en miel y cera (Al-Rifai y Akeel 1997; Wallner
1999). Otra desventaja del uso de estos productos es que tienen precios elevados que
aumentan los costos de produccion (Calderén et al. 2014). Por lo anterior, es hecesario
estudiar tratamientos alternativos naturales y amigables con el ambiente para combatir
al &caro V. destructor y asi evitar la contaminacién de las colmenas y muerte de abejas.
Se debe considerar que las alternativas organicas pueden tener una efectividad
menor a los acaricidas quimicos, no obstante, si se realiza un manejo integrado de las
colmenas, la efectividad de los productos organicos aumenta de manera considerable
(Giovenazzo y Dubreuil 2011). De acuerdo con el Manual de Buenas Préacticas
Apicolas Centroamericano (OIRSA 2010), para que los apiarios tengan un adecuado

manejo sanitario, deben cumplir al menos con las siguientes recomendaciones:
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e Las colmenas deben ubicarse en sitios con semisombra, evitando lugares muy
hamedos.

e La zona de pecoreo debe estar libre de aplicaciones intensivas de
agroquimicos

e Debe haber fuentes de agua libres de residuos a menos de un Km de las
colmenas o de ser necesario, colocar bebederos en los apiarios.

e Proporcionar alimentacion a las colmenas durante la época de escasez
(estacion lluviosa).

e Realizar cambio anual de la abeja reina.

¢ Renovar anualmente al menos un 20.0% de los panales de la camara de cria.

1.2.1. Importancia

El &caro V. destructor representa un serio inconveniente para la produccion
apicola nacional (Calderon 2009). Este acaro es vector del virus que deforma las alas,
el virus Kashmir y el virus de la pardlisis aguda, los cuales también afectan la
produccion y la sobrevivencia de las colmenas (Bailey y Ball 1991; Ritter 2001). En
colonias fuertemente infestadas, las abejas emergen de las celdas con alas deformes
o mutiladas (Boecking y Genersch 2008).

Este parasito también debilita el sistema inmune de su hospedero, ocasiona una
disminucién de hasta un 30.0% del peso corporal de la abeja (Bowen-Walker y Gunn
2001) y una reduccion de sus proteinas totales (Dandeu et al. 1991). Al haber un
debilitamiento del sistema inmune, las abejas se tornan mas susceptibles a infecciones

virales y bacterianas (Yang y Cox-Foster 2005). Durante su alimentacion, V. destructor
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actua como activador y transmisor de agentes patdgenos, principalmente de algunos
virus presentes en estado de latencia en las abejas (Tentcheva et al. 2004).

En un estudio realizado en Costa Rica en diciembre de 2008, se observo una
infestacion del 40.5% de varroa en colmenas ubicadas en las provincias de Cartago y
Puntarenas. Se debe tomar en cuenta que, en esta época inicia la cosecha de miel y,
por ende, las colmenas deben estar en un 6ptimo estado sanitario, con una minima
infestacion del acaro varroa (Calderon y Sanchez 2011). Es por esta razén que se
recomienda evaluar los niveles de infestacion de las colmenas y de ser necesario,
aplicar los tratamientos en la época de escasez de alimento (estacion lluviosa: cuando
no hay presencia de miel en las colmenas).

Considerando las desventajas de los acaricidas quimicos, es necesario evaluar
alternativas organicas, seguras para las colmenas y, sobre todo, eficaces en el control
del &caro. El acido oxalico corresponde a una opcion a considerar, ya que es un
componente natural presente en la miel de abeja (Charriere y Imdorf 2002) y, ademas,
se ha reportado que presenta baja toxicidad para las abejas meliferas, pero una alta
mortalidad en el acaro V. destructor (Aliano et al. 2006). Alun se desconoce su
mecanismo de accion; sin embargo, su funcidon acaricida se ha atribuido a la
sensibilidad de los acaros al pH acido (Maggie et al. 2015; Nanetti 2017). Por tanto,
para que el acido oxalico sea efectivo debe estar en contacto directo con el parasito
en fase forética (Aliano et al. 2006).

Por lo anterior, se debe tomar en cuenta que la efectividad del acido oxalico
depende del contacto que tenga con el acaro, porque, como se menciono, cuando se

encuentra en la cria sellada, esta protegido de la mayoria de acaricidas. Los
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principales métodos que se utilizan para su aplicacion en las colmenas son el goteo,
meétodo de toalla, sublimacion (evaporacion) (Aliano et al. 2006) y actualmente en
Surameérica se estan usando tiras de carton impregnadas (Esteban 2015).

Para dichos métodos se emplean soluciones de acido oxalico con glicerina o
con azucar (Charriere y Imdorf 2002). La glicerina es un disolvente muy efectivo, por
lo que mejora la eficacia del &cido oxalico. Ademas, posee afinidad por la cuticula de
la abeja y del acaro, lo que facilita que el acido se adhiera a ella (Maggie et al. 2015,
Oliver 2017). Respecto al azucar, se indica que su propdésito es incrementar la
adhesion del acido al cuerpo de las abejas, de manera que los acaros que estan
adheridos lo ingieran y se intoxiquen (Sabova et al. 2019).

En el método por goteo se utiliza una solucion azucarada con acido oxalico
(Charriere y Imdorf 2002), la cual se aplica sobre o entre los espacios de los marcos
de la camara de cria (Rademacher y Harz 2006). Como se indicé, el acido oxalico
posee una alta toxicidad para V. destructor y baja para las abejas. También se debe
tener presente, que no se puede exceder la cantidad de azlUcar porque podria provocar
diarrea en las abejas. Distintos estudios con el método de goteo han reportado
diferentes efectividades que varian entre un 39.0% a un 99.0%. Esta diferencia en los
porcentajes de efectividad esta relacionada con la ubicacion de los apiarios, la
temporada y la presencia o ausencia de cria en las colmenas (Charriere y Imdorf 2002;
Gregorc y Planinc 2002).

La mayoria de los estudios con acido oxalico para el control del acaro varroa,
se han realizado con abejas de tipo europeo en condiciones de clima templado

(Canada, México, Estados Unidos y Europa) o con influencia de clima mediterraneo
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(Argelia). Se ha reportado una mortalidad del acaro que varia entre un 25.0%
(aplicacion del acido oxalico en periodo con cria sellada) y un 97.0% (aplicacion en
periodo sin cria) y una efectividad entre un 53.0% y 90.6% (Mutinelli et al 1997, Gregorc
y Planinc 2002; Charriere y Imdorf 2002; Nanetti et al 2003; Grergorc et al 2006; Aguirre
et al 2007; Giovenazzo y Dubreuil 2011; Adjlane et al 2016; Sabahi et al 2020). Siendo
los estudios en abejas africanizadas en condiciones tropicales, escasos (Calderon et
al. 2019). De ahi la importancia de realizar investigaciones en condiciones presentes
en Costa Rica, en los cuales hay presencia de cria durante todo el afio, en la cual el
acaro se puede reproducir. Ademas, de ofrecer alternativas de tratamiento viables para

los apicultores, con productos de bajo costo y facil aplicacion.
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1.2.2. Hipétesis

Ho: No existen diferencias entre los tratamientos con acido oxalico para el
control del acaro varroa en colmenas de abejas africanizadas.

Hi: Existen diferencias entre los tratamientos con acido oxalico para el control

del 4caro varroa en colmenas de abejas africanizadas.

1.3. Objetivos:

1.3.1. Objetivo general

Determinar la efectividad del 4cido oxalico en el manejo integrado del acaro

Varroa destructor en colmenas de abejas africanizadas

1.3.2. Objetivos especificos

1. Determinar la efectividad del acido oxalico en el control del &caro varroa en
abejas africanizadas para recomendar su uso en condiciones tropicales.

2. ldentificar el método de aplicacion del acido oxalico mas efectivo en el control
del acaro varroa para su uso en las colmenas.

3. Identificar posibles efectos adversos del &cido oxdlico en las colmenas para

mejorar su aplicacion.
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2. METODOLOGIA: MATERIALES Y METODOS

Al inicio de la presente Tesis se realizd6 una pasantia de cuatro meses en
Alemania, a través del proyecto ISAP TiHo-UNA que permitid la matricula en la
Universidad de Medicina Veterinaria de Hannover (TiHo). Esta pasantia se dividio en
dos partes, la primera se llevé a cabo en el Instituto de Bioquimica del 31 de enero al
25 de marzo de 2022, lugar donde se desarrollaron mayores destrezas para la
investigacion y trabajo en laboratorio. Mientras que la segunda parte se realiz6 en el
Instituto de Apicultura de Celle del 28 de marzo al 27 de mayo de 2022.

Dicho instituto brindé un espacio para realizar la pasantia debido a que
mantiene cooperacion con la Universidad de Medicina Veterinaria de Hannover. Esta
estadia permiti6 un desarrollo personal, ademas de mejorar habilidades y
conocimientos generales en apicultura, los cuales facilitaron un mejor desempefio en
la realizacién de la Tesis.

Posteriormente, el estudio para determinar la efectividad del &cido oxalico en el
control del acaro varroa en colmenas de abejas africanizadas, bajo condiciones
tropicales, se realizé de julio a agosto 2022 (época lluviosa y con mayor prevalencia
del &caro varroa en las colmenas) (Calderdn et al. 2007). Dicho trabajo se llevd a cabo
en un apiario experimental constituido por 16 colmenas de abejas africanizadas,
ubicado en el cantdén de Atenas, provincia de Alajuela (09°57°45” N y 84°21°50” O, 535
msnm), clasificado como bosque himedo premontano, con una temperatura promedio
de 27.3°C y una humedad relativa entre 83.0% y 92.0%. El apiario pertenece al Centro

de Investigaciones Apicolas Tropicales (CINAT) de la Universidad Nacional.
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Cada colmena estaba conformada por ocho panales y una abeja reina joven de
aproximadamente seis meses de edad. Ademas, se alimentaron con una solucion
saturada de azucar y agua, la cual se proporciond mediante alimentador interno (el
cual reemplazo dos panales).

En el momento en que se inicié el estudio, las colmenas tenian mas de seis
meses de no haber recibido tratamiento para el control del acaro varroa. Ademas, se
cuantifico su nivel de infestacion mediante el método de tamizaje, para lo cual se tomo
una muestra de aproximadamente 100 abejas adultas de la camara de cria de cada
colmena, luego se contaron los acaros y las abejas para establecer una relacién de
infestacion mediante la siguiente férmula: nimero de acaros / numero de abejas
adultas x 100 (Bailey y Ball 1991).

Para determinar la efectividad del acido oxalico en el tratamiento del acaro
varroa e identificar el método de aplicacion mas efectivo, el apiario se dividié en cuatro
grupos de cuatro colmenas, para lo cual se consider6 su nivel de infestacion (niveles
de infestacion similares). Al grupo uno se le aplico acido oxalico a través del método
de goteo, mientras que las colmenas del grupo dos recibieron tratamiento mediante
toalla. En cuanto al grupo tres, se trataron con tiras de cartén impregnadas con acido
oxalico y las restantes cuatro colmenas se utilizaron como grupo control.

Con el fin de identificar cada grupo de colmenas en el apiario, se utilizaron
chinches de pizarra con colores especificos. Se utilizd el color verde para el método
de goteo, el amarillo para el método de toalla, mientras que el rojo se uso para las tiras
de carton y finalmente, el color blanco para las colmenas pertenecientes al grupo

control.
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Descripcion de los métodos de aplicacion del acido oxalico
2.1. Método de goteo

Se utilizaron 35 g de acido oxalico, los cuales se mezclaron en una solucion que
contenia 1 kg de azucar (moreno) y 1 L de agua destilada. Posteriormente de esta
solucion, se aplicaron 5 ml sobre los marcos de la camara de cria. Esta preparacion
se realizé con base en un estudio preliminar desarrollado en el pais (Villegas 2021).
La aplicacion se realizo cada siete dias durante un periodo de cuatro semanas.
2.2. Método de toalla

Para cada toalla se utilizaron 12 g de acido oxalico, 13 ml de glicerina grado
alimenticio y 10 ml de agua destilada. En este caso, se calentd la mezcla de agua
destilada con glicerina (60°C) y posteriormente se agrego el acido oxalico. Esta
preparacion se basé en la metodologia planteada por Villegas (2021). Para garantizar
una adecuada distribucion del &cido oxalico, cada toalla se humedecié de manera
individual. Posteriormente, se coloco una toalla sobre los marcos de la camara de cria
de cada colmena, la cual permanecié durante un periodo de cuatro semanas.
2.3. Método de tiras de carton impregnado

Para este método se tomd como base la metodologia propuesta por Esteban
(2015). Se utilizaron tiras de carton de 2 mm de espesor con medidas de 3 cm de
ancho por 46 cm de largo. Se colocaron cuatro tiras por colmena, para un total de 16
por tratamiento. Para impregnar 16 tiras, se calentaron 200 ml de glicerina a 65°C
(observandose traslucida o cristalina); posteriormente se afiadieron 120 g de acido
oxalico, se disminuyo la temperatura entre 30°C y 40°C (la solucion se empezo a

observar opaca). Luego, se mezclo y calentdé nuevamente hasta que la temperatura
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subié a los 65°C (la solucidn se observa cristalina). Cabe destacar que no se debe
exceder la temperatura, porque el acido oxalico se puede degradar y generar acido
férmico (caustico y corrosivo).

Después del proceso anterior, se redujo la temperatura de la solucién y se
remojaron las 16 tiras de manera individual. Lo anterior, para asegurar que la mezcla
del acido oxalico se distribuyera de manera homogénea entre las tiras. Se remojaron
las tiras durante cuatro horas, para que se impregnaran de manera adecuada.
Posteriormente, las tiras se almacenaron en bolsas con cierre hermético para su
traslado al apiario.

En las colmenas, las tiras se colocaron entre los marcos de la camara de cria
(las tiras se doblaron a la mitad para cubrir ambos lados del panal) y permanecieron
durante cuatro semanas, con el fin de liberar el producto y completar el tratamiento.
Se debe mencionar, que anteriormente se habia descrito un método similar, el cual
utilizaba papel periodico en vez de carton (Emsen et al. 2007). No obstante, este
método no es tan practico, ya que el papel periédico se adhiere a los marcos de
madera, lo cual dificulta o imposibilita su remocién completa.

2.4. Producto de choque

Se aplicaron los diferentes tratamientos con acido oxalico durante cuatro
semanas y posteriormente, se aplico a todas las colmenas, el acaricida Flumevar®
(flumetrina), como producto de choque durante cinco semanas. El Flumevar® elimino
aquellos acaros que no se removieron con el acido oxalico en los grupos tratamiento
y los acaros que no cayeron de manera natural en las colmenas control (acaros

remanentes). Lo anterior permitio calcular la efectividad de los tratamientos.
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El Flumevar® es un producto quimico formulado en tiras plasticas (polietileno)
cuyo ingrediente activo es la flumetrina, en una concentracion de 0.3 g. Este acaricida
pertenece al grupo quimico de los piretroides y posee una efectividad superior al 99.0%
en el control del acaro varroa (Buzatto et al. 2009).

2.5. Mortalidad de los acaros en las colmenas experimentales

Para determinar la mortalidad de los acaros, que cayeron al aplicar el acido
oxdlico y la caida natural en las colmenas control, se colocé una trampa en el piso
(fondo) de cada colmena. Esta trampa estaba protegida con un cedazo metélico para
evitar que las abejas removieran los acaros. Ademas, en el interior de cada trampa, se
colocé una cartulina blanca impregnada con vaselina (para facilitar la colecta del acaro
varroa). La cartulina se reemplaz6 una vez por semana y se trasladé al laboratorio de
Patologia Apicola del CINAT, donde se realiz6 la identificacion, conteo y registro de
los acaros. Para lo cual se utilizé una lupa de laboratorio, provista con fuente de luz,
para facilitar la observacion de los &caros en el fondo blanco de la cartulina.

2.6. Efectividad de los tratamientos

Con el fin de calcular en términos porcentuales la efectividad de los distintos

tratamientos con &cido oxalico, para el control del 4caro varroa, se utilizo la siguiente

formula;

Efectividad= Numero de acaros caidos durante el tratamiento con acido oxalico x 100
NUmero total de acaros caidos en la colmena*

*NUmero total de acaros caidos en la colmena= acaros caidos con acido oxalico + acaros
caidos con el producto de choque (Flumevar®).
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2.7. Posibles efectos adversos de los tratamientos sobre la condicién de las
colmenas

Para identificar posibles efectos adversos de la aplicacion del &cido oxalico en

las colmenas, se realizaron observaciones, descritas a continuacién, sobre la

condicion general, tanto de la cria como de las abejas adultas.

Abejas adultas: Al inicio y al final de la aplicacién de los productos, se estimo el
namero de panales cubiertos con abejas adultas, observando ambos lados de
los marcos. Asimismo, se realiz6 una inspeccién semanal del fondo de la
colmena y de la piquera (entrada), para cuantificar la mortalidad de abejas
adultas.

Cria: Se realizo la inspeccién de aproximadamente 50 celdas de cria abierta y
sellada por colmena, para determinar mortalidad de cria. Asi como algun efecto
adverso (lesion evidente) sobre la cuticula de las larvas y/o pupas, como un
cambio de color, olor desagradable o cambio de posicidén en la celda.

Postura de la reina: Con el fin de identificar si el acido oxdlico ocasioné una
reduccion en la postura de la reina, se revisé una semana después de iniciado
los tratamientos el interior de las celdas para determinar oviposicion.

Evasion de colmenas: La evasion o pérdida de colmenas fue uno de los
principales factores a considerar con la aplicacién de los tratamientos. Se
cuantifico en cada visita al apiario el numero de colmenas presentes por

tratamiento.
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2.8. Analisis de datos

La unidad experimental

Para efectos de esta investigacion, se tomé como unidad experimental, la
colmena conformada por ocho panales y una abeja reina, a las cuales se les colecto
una muestra de 100 abejas adultas de la cAmara de cria para estimar la infestacion
inicial de varroa y de esta manera agrupar las colmenas considerando los niveles de
infestacion (homogéneos entre los grupos).

El andlisis de los datos se realizO mediante el software Minitab, ademas de
contar con estadisticas descriptivas como desviaciones estandar, medias y
porcentajes para explicar los resultados. Tal como se menciond, se requiere
determinar la efectividad de los tratamientos para el control del &caro varroa. Los datos
se muestran en porcentajes tomando en consideracion aquellos 4caros caidos dentro
de la colmena en las mediciones semanales, y de esta manera se cuantifico la
efectividad.

Una de las variables correspondié a los métodos de aplicacion del acido oxalico
(T1: tratamiento con método de goteo; T2: tratamiento mediante toalla; T3: con tiras
de carton impregnado; T4: grupo control), los cuales se compararon entre ellos. Otra
variable fue el tiempo en que se aplicaron los tratamientos (semanas).

La hipotesis nula hace referencia a que el promedio de efectividad para el
tratamiento del acaro varroa en las colmenas fue igual para los diferentes métodos, es
decir, Ho: pur1= pr2= ur3= Hr4. Por otro lado, la hipétesis alternativa indica que al menos
uno de los métodos de aplicacion (variables) tiene una efectividad promedio diferente.

Con el analisis de variancia (ANOVA), se contrasto la hipotesis nula, tomando como
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referencia el estadistico Chi-Cuadrado (X?), para lo cual se consideré estadisticamente
significativo un valor de p<0.05.

Para seleccionar el tratamiento mas efectivo se utilizo la prueba de Tukey para
comparaciones mudltiples, la cual consiste en comparar los promedios de cada
tratamiento (todos contra todos), mediante intervalos de confianza para cada
comparacion y su respectiva media, a un nivel de confianza del 95.0%. Por lo que las
comparaciones se visualizaron de la siguiente manera:

e T1Vs. T2

T1Vs. T3

T1Vs. T4

T2 Vs. T3

T2 Vs. T4

e T3Vs. T4
Aunado a esta comparacion, se realiz6 la prueba de Dunnett para
comparaciones multiples entre intervalos de confianza, para contrastar la efectividad
promedio de la media de cada tratamiento con respecto a la media del control. Con un
nivel de confianza del 90.0% entre todas las comparaciones. A continuacion, se
muestran las comparaciones que se llevaron a cabo:
e T4Vs. T1
e T4Vs. T2

e T4Vs. T3
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3. RESULTADOS

Se determino la efectividad del acido oxalico en el control del &caro V. destructor
en colmenas de abejas africanizadas en condiciones tropicales mediante tres métodos
de aplicacion. Este acido mostr6 un control adecuado del acaro varroa, siendo el
meétodo de toalla el que presento la efectividad mas elevada (P < 0.05). Ademas, cabe
recalcar que se observaron pocos efectos adversos en las colmenas al aplicar este
acido.

A continuacion, se indica la efectividad del acido oxalico para cada uno de los

métodos utilizados y la mortalidad de acaros.

3.1. Método de goteo
3.1.1 Efectividad

El promedio de &caros caidos en las colmenas tratadas con el método de goteo
fue de 115.5 £ 102.3 (n= 4). Al aplicar el producto de choque (flumetrina), se obtuvo
una caida de 67.7 £ 80.9 (n= 4). Lo anterior permite establecer una efectividad del

63.0% (Cuadro 1).

Cuadro 1

Efectividad del acido oxalico (AO) por el método de goteo (n= 4, X + DE) mediante el
registro de acaros caidos durante las primeras cuatro semanas.

Periodo 1 2 3 4 Total de Total de Efectividad
de acaros caidos acaros
muestreo con AO caidos con
(semana) flumetrina
Acaros 70.7 + 2.7 + 32+ 10+ 1155+102.3 67.7 + 63.0 %

caidos 66.3 2.7 36.2 18.0 80.9
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3.1.2. Mortalidad de acaros durante el periodo de aplicacion

La mayor mortalidad del acaro varroa en este grupo, se dio principalmente
durante la primera semana de aplicacion. Luego, se observo un descenso considerable
en el conteo de varroa en la segunda semana, el cual aumento durante la tercera, para

volver a disminuir en la cuarta semana (Figura 1).

Método de goteo
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Figura 1.

Caida de V. destructor durante la aplicacion de acido oxalico mediante el tratamiento
de goteo (n= 4, X £ DE) en cuatro semanas.
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3.1.3 Mortalidad de acaros por colmena

En las colmenas de este grupo (n= 4), la mayor mortalidad de acaros ocurrié
durante la primera semana del tratamiento, la cual se redujo en la segunda semana.
Durante la tercera, en dos colmenas se observo un aumento en la caida de acaros,
mientras que en las otras dos la mortalidad se mantuvo constante y para la cuarta

semana, se registro un descenso en la mortalidad (Figura 2).
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Figura 2.

Conteo de acaros en cada colmena durante la aplicacion de acido oxalico mediante el
tratamiento de goteo.
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3.2. Método de toalla
3.2.1 Efectividad

El promedio de acaros caidos en las colmenas tratadas con el método de toalla,
en un periodo de cuatro semanas, fue de 451.7 + 154.9 (n= 4). La mayoria de los
acaros (77.0%) se elimin6 en la primera semana de tratamiento con acido oxalico,
mientras que en la tercera se observo un incremento moderado. Al aplicar flumetrina
(Flumevar), se obtuvo una caida de 155.5 + 57.0 (n=4). Lo anterior permitio establecer

una efectividad del 74.4% en el control de varroa (Cuadro 2).

Cuadro 2.

Efectividad del acido oxalico (AO) en el control del &caro varroa mediante la técnica de
toalla (n= 4, X £) durante un periodo de cuatro semanas.

Periodo 1 2 3 4 Total de Acaros  Efectividad
de acaros caidos
muestreo caidos con con
(semanal) AO flumetrina

Acaros 3495+ 132+ 707+ 187+ 451.7 1555+ 74.4%
caidos 1121 11.3 48.5 22.0 154.9 57.0

3.2.2. Mortalidad de &caros durante el periodo de aplicacién

De acuerdo con los datos, en las colmenas tratadas mediante el método de
toalla, la mayor mortalidad de acaros se registr0 durante la primera semana.
Posteriormente, se observé un descenso considerable en la segunda semana, seguido

de un aumento moderado en la tercera (Figura 3).
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Método de toalla
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Figura 3.
Distribucién de la caida de acaros durante el periodo de aplicacion de &cido oxalico
con el método de toalla (n= 4, X = DE) en cuatro semanas.
3.2.3. Mortalidad por colmena

En las colmenas de este grupo (n= 4), la mayor mortalidad del &caro varroa
ocurrio6 durante la primera semana del tratamiento y hubo una disminucion
considerable durante la segunda. Posteriormente se observé un leve aumento durante
la tercera semana, el cual disminuy6 nuevamente al finalizar el periodo de tratamiento.
A pesar de las diferencias en los niveles de infestacion en las colmenas, la mortalidad

de &caros en este grupo (n=4) fue similar (Figura 4).
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Método de toalla
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Figura 4.

Conteo de acaros en cada colmena durante la aplicacidon del &cido oxalico mediante el
tratamiento de toalla.

3.3. Tiras de cartdén impregnadas
3.3.1. Efectividad

El promedio de acaros caidos en las colmenas tratadas con el método de tiras
de carton fue de 127.7 £ 209.0 (n= 4). Se puede observar que la principal mortalidad
de acaros en este método ocurrié en la segunda y tercera semana. Al aplicar flumetrina
(Flumevar®), se obtuvo una caida de 127.5 + 195.8 (n= 4). Lo anterior, permite

establecer una efectividad del 50.0% (Cuadro 3).
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Cuadro 3.

Efectividad del acido oxalico (AO) en el control del acaro varroa mediante el método
de tiras de carton impregnadas con acido oxalico (n= 4, X £ DE) durante un periodo de
cuatro semanas.

Periodo 1 2 3 4 Total de Acaros  Efectividad
de acaros caidos
muestreo caidos con
(semanal) con AO flumetrina

Acaros 275+ 500+ 435% 6.7 127.7 127.5 % 50.0%
caidos 23.3 98.7 84.3 10.2 209.0 195.8

3.3.2. Mortalidad de &caros durante el periodo de aplicacion

La caida de V. destructor en este grupo se comporté muy diferente con respecto
a los otros tratamientos, ya que en la primera semana el conteo de acaros fue menor
que las otras semanas. Como se indicd, la mayor mortalidad de varroa se presento
durante la segunda semana, mientras que, durante la tercera y cuarta semanas, se

observé una reduccién considerable (Figura 5).
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Figura 5.

Caida de acaros durante las cuatro semanas de aplicacion de acido oxalico en tiras de
cartén impregnadas (n= 4, X £ DE).

3.3.3. Mortalidad de acaros por colmena
Este gréafico permite observar que una de las colmenas presentd una fuerte
mortalidad de acaros en la segunda y tercera semana de tratamiento, mientras que,

en las otras (n= 3), la caida de varroa fue leve y se mantuvo constante (Figura 6).
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Método de cartén impregnado
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Figura 6.

Conteo de acaros por cada colmena durante la aplicacion de &cido oxalico mediante
el tratamiento de tiras de carton.

3.4. Grupo control
3.4.1. Mortalidad natural de 4caros durante el periodo de aplicacion

El promedio de &acaros caidos de forma natural en las colmenas del grupo
control fue de 46.5 £ 43.4 (n=4), en un espacio de cuatro semanas, resultado que es
menor al determinado con el uso del &cido oxalico en los tratamientos. Durante la
primera semana se determind la principal caida de &caros. Al aplicar flumetrina
(Flumevar®), se obtuvo una mortalidad de 89.7 £ 61.5 (n= 4). Lo anterior permite
establecer que la caida natural de varroa durante ese periodo correspondié a un 34.1%

de los 4caros presentes en las colmenas (Cuadro 4).
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Cuadro 4.

Conteo de &caros caidos de manera natural en el grupo control (x + DE) durante un
periodo de cuatro semanas.

Periodo 1 2 3 4  Acaros caidos Acaros Mortalidad
(semanal) naturalmente caidos con  natural de
flumetrina acaros

Acaros 365+ 3.7+ 1.2 + 5+ 46.5+43.4 89.7+61.5 34.1%
caidos 38.2 50 1.2 4.2

En estas colmenas, la mayor caida de acaros se dio durante la primera semana
y fue disminuyendo en las siguientes semanas. En este grupo, al igual que en el de
toalla, la mortalidad de acaros tuvo un comportamiento bastante homogéneo en las

colmenas (Figura 7).
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Caida natural de &caros en el grupo control (X £ DE) durante cuatro semanas.
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3.4.2 Mortalidad natural de acaros por colmena

Como se observa en la Figura 8, la mortalidad de acaros en las colmenas del
grupo control fue similar, a excepcion de la colmena 12, la cual presentdé un mayor
namero de acaros caidos la primera semana.
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Caida natural de 4caros en cada colmena del grupo control
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3.5. Comparacién entre los métodos de aplicaciéon del 4cido oxalico y el grupo
control

Como se menciono, el método de toalla fue el tratamiento que obtuvo el mayor
porcentaje de efectividad, el cual correspondié a un 74.4% (P < 0.006), mientras que
los métodos de goteo y de tira de cartdn, alcanzaron un 63.0% y un 50.0%,
respectivamente. En cuanto al grupo control, al cual no se le aplicé acido oxalico, con
la finalidad de cuantificar la caida natural de &caros, obtuvo un porcentaje de
mortalidad de varroa de 34.1%. En la figura 9 se puede observar la diferencia en la

caida de acaros de los distintos grupos.
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Caida semanal de acaros (promedio) para cada grupo de tratamiento y las colmenas
control.
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En la Figura 10 se observan las medias ajustadas y las desviaciones estandar
de los diferentes grupos (tratamientos y control), lo cual muestra que la mortalidad de
acaros fue homogénea entre las colmenas del grupo de toalla (su desviacion estandar
tiene poco traslape con las demas). Por otro lado, la caida de varroa en las colmenas
con tiras de cartdn, fue diferente entre ellas, mostrando una alta variabilidad (amplio

margen de desviacion estandar).
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Figura 10.

Comparacion de medias ajustadas y desviaciones estandar de los grupos tratamiento
y control.

A pesar de que el porcentaje de efectividad del método goteo y el de toalla es
notablemente mayor que la caida natural de acaros en el grupo control, al realizar el

analisis de varianza, solo la toalla presenta diferencias estadisticamente significativas
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(P < 0.05), con respecto al grupo control. Por otro lado, al comparar los tratamientos
entre ellos con la prueba de Tukey, no se encontraron diferencias significativas. De
igual manera, al contrastar las medias de los tratamientos con el control, mediante la

prueba de Dunnet, no se encontraron diferencias significativas.

Durante el periodo de aplicacion, el método de toalla fue el que presentd la
mayor caida de acaros (Figura 11). En los grupos de toalla y goteo, el promedio de
acaros caidos fue mayor durante la primera y tercera semana. Mientras que, que en el
carton se observé un aumento en la segunda semana y posteriormente un descenso
en la mortalidad, lo cual puede estar relacionado al comportamiento de limpieza

presente en abejas africanizadas, el cual varia entre colmenas del mismo apiario.
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Comparacion semanal de la mortalidad del acaro varroa en los tratamientos con
acido oxalico y su caida natural en el grupo control.
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3.6. Efectos adversos

Para identificar posibles efectos adversos de la aplicacion del &cido oxalico en
las colmenas, se analizé la condicién general tanto de la cria como de las abejas
adultas.

3.6.1. Método de goteo

a. Abejas adultas

Al inicio de la aplicacion del acido oxalico, las colmenas de este grupo presentaban
entre seis y siete panales cubiertos con abejas adultas (total panales= ocho). Durante
las inspecciones semanales, no se observé mortalidad de abejas en el fondo de la
colmena ni frente a la piquera. Al finalizar el tratamiento, la cantidad de panales
cubiertos con abejas adultas era similar a la cantidad inicial o presentaron un leve
aumento.

b. Cria

Al realizar la inspeccion de la cria abierta y sellada por colmena, no se observé
mortalidad ni lesiones evidentes en la cuticula de larvas y/o pupas. La cria se observé
con una coloracion normal (blanco perlado), sin olor y posicionada de manera correcta
en la celda (con la cabeza apuntando hacia el opérculo).

c. Posturadelareina

No se identificé una reduccion evidente en la postura de la reina. Al contrario, en
algunas colmenas de este grupo la oviposicién se mantuvo constante o tuvo un ligero

aumento.
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d. Evasion de colmenas

Durante la aplicacion del acido oxalico mediante el método de goteo, no hubo
evasion de colmenas. Sin embargo, posterior al tratamiento, cuando se estaba
aplicando el producto de choque, una de las colmenas evadio y se observo mortalidad
de abejas frente a la piquera. Un aspecto evidente en esta colmena fue la invasion de
abejas nativas (Trigona spp.) al apiario, probablemente del género Lastrimelita, el cual

se considera oportunista (invasor).

3.6.2. Método de toalla

a. Abejas adultas
Al inicio de la aplicacion del &cido oxdlico en toalla, las colmenas de este grupo
tenian siete panales cubiertos con abejas adultas (total de panales= ocho); una de las
colmenas presentaba un alza (dos cajas), una de ellas tenia los ocho panales cubiertos
con abejas adultas, mientras que la otra solo presentaba cuatro panales con abejas.
Al finalizar el tratamiento, se observé un ligero aumento en la poblacion de las
colmenas. Por otro lado, durante el periodo de estudio no se determindé mortalidad de
abejas adultas en el fondo de la colmena, ni frente a la piquera.
b. Cria
Al igual que en el método anterior (goteo), al revisar la cria abierta y sellada, no
se identific6 mortalidad ni lesiones evidentes. Las larvas y/o pupas se observaron de

color blanco, sin olor y colocadas correctamente en la celda.
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c. Posturadelareina
En las colmenas tratadas con &acido oxalico en toalla, las reinas mantuvieron
postura (presencia de huevos) en los panales de la camara de cria. El patron de
oviposicion en la cria sellada fue irregular (cria salteada) al inicio y posterior al
tratamiento, se observé uniforme, con continuidad en los opérculos.
d. Evasion de colmenas
Durante la aplicacién del acido oxalico en el método de toalla, no hubo evasion de
colmenas. Todas las colmenas se mantuvieron hasta finalizar el experimento, es decir,

tanto durante la aplicacién del acido oxalico como del acaricida de choque.

3.6.3. Tiras de carton impregnado

a. Abejas adultas

Tanto al inicio como al final de la aplicacién del acido oxalico, las colmenas se
mantuvieron entre cinco y siete panales cubiertos con abejas adultas (total ocho
panales). En dos de las colmenas, se observd un leve aumento de la poblacion de
abejas.

b. Cria

Una de las colmenas de este grupo, presentaba la cAmara de cria y un alza (dos
cajas). Sin embargo, a la tercera semana de haber colocado la tira de carton, se

observo que la criay la mayoria de las abejas adultas, se trasladaron a la caja superior.
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c. Posturadelareina
No se observo una reduccion evidente en la postura de huevos; sin embargo, en
dos de las colmenas, la reina no ovipositd en las celdas que estaban en contacto con
las tiras de carton, aun cuando habia espacio suficiente para realizarla.
d. Evasion de colmenas
Al aplicar el acido oxalico en el método de tiras de cartdn, no se determind evasion
de colmenas. Sin embargo, como se indicd, la postura de la reina se traslado de la
camara de cria hacia el alza.
3.6.4. Grupo control
En este grupo de colmenas no se aplic6é acido oxalico. No obstante, se
realizaron observaciones, con el fin de identificar posibles efectos adversos en las
colmenas.
a. Abejas adultas
En el periodo en el que no se aplicé ningln producto (cuatro semanas) no se
observé aumento ni disminucién evidente de la poblacion de abejas adultas. Las
colmenas de este grupo mantuvieron entre cinco y siete panales cubiertos de abejas
(total de panales= ocho), con excepcion de una colmena, que solamente tuvo cuatro
panales completamente cubiertos.
b. Cria
La cria de las colmenas de este grupo, ademas de estar infestadas con el acaro
varroa (opérculos perforados o abiertos), fueron afectadas por la polilla de la cera

(polilla mayor Galleria mellonella). Lo anterior, afecto el desarrollo de cria, tanto de
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larvas como de pupas, siendo retiradas de la celda por las abejas adultas
(comportamiento higiénico).
c. Posturadelareina
La oviposicion de la reina no disminuyé durante el periodo de estudio. Sin embargo,
se observo que el patron de postura era irregular, con grupos de celdas (parches) de
cria sellada aislados, sin continuidad en los opérculos.
d. Evasion de colmenas
La colmena mas débil de este grupo (poca poblacién de abejas adultas y una
infestacion moderada de varroa= 7.3%) evadié durante la sexta semana del ensayo
(especificamente en el periodo de aplicacion de Flumevar®). Lo anterior coincidié con
la presencia de abejas nativas en el apiario, del género Trigona (probablemente

Lestrimelitta), las cuales invadieron esta colmena (lo que pudo ocasionar su pérdida).
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4. DISCUSION

Se analizo la efectividad del acido oxalico en el control integrado del acaro V.
destructor en abejas africanizadas. Este acido, se ha utilizado como control alternativo
de varroa (Aliano et al. 2006). En el presente estudio, se aplicé a las colmenas
mediante los métodos de goteo, toalla y tiras de carton.

Cada uno de los métodos analizados presento diferentes niveles de efectividad,
en el control de varroa. Los porcentajes de efectividad obtenidos concuerdan, en
algunos casos, con los reportados en estudios realizados en paises de clima templado,
con influencia mediterrdnea o en zonas subtropicales.

4.1. Método de goteo
4.1.1. Efectividad

Al utilizar este método se obtuvo una efectividad del 63% (35 g de AO). Este
resultado es similar a estudios realizados en Eslovenia, Argelia y México. En Eslovenia
(clima templado), se realiz6 una investigacion en diferentes estaciones del afio. La
efectividad fue de 97% en la época sin cria y de un 25% al aplicar el AO en presencia
de cria sellada (Gregorc y Planinc 2002).

Por otro lado, en Argelia (clima mediterraneo), se realiz6 un estudio en el que
utilizé el método de goteo en tres concentraciones y obtuvieron efectividades de 65.0%
(50 g de AO), 72.0% (75 g de AO) y 81.0% (100 g de AO). La efectividad del 65.0%,
se obtuvo al utilizar una concentracién similar a la empleada en esta investigacion;
mientras que para alcanzar la efectividad del 81.0%, usaron una cantidad elevada de
acido oxalico (100 g), con el inconveniente que se presentaron efectos adversos, como

el debilitamiento de las colmenas (Adjlane et al 2006).
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Por otra parte, en Baja California, México (clima subtropical) se aplicaron dos
tratamientos con el método de goteo, reportando eficacias de 82.8% (30 g de AO) y
90.6% (40 g de AO) (Aguirre et al 2007). Mientras que, en Costa Rica, se realizé un
estudio en el cual se utilizé este mismo método en dos concentraciones, la primera de
35 g con la que se alcanzé una efectividad del 89.0% y la segunda de 100 g (diluida
en 2 L de agua destilada), cuya efectividad fue de 67.0% (Villegas 2021), similar a la
obtenida.

4.1.2. Mortalidad de acaros durante el periodo de aplicacién

La mayor mortalidad del acaro se dio durante la primera y la tercera semana de
aplicacion del AO. Esto puede deberse a que dicho producto actia sobre los acaros
en estado forético (Rademacher y Harz 2006). Es decir, que durante la primera
semana los acaros que murieron fueron los que se encontraban sobre las abejas
adultas, mientras que durante la segunda semana V. destructor estaba protegido en la
cria sellada. Posteriormente, al emerger las abejas adultas durante la tercera semana,
los acaros se expusieron al AO y, por ende, aumento su mortalidad.

4.1.3. Mortalidad de &caros por colmena

En dos colmenas de este grupo, la mortalidad se mantuvo constante a partir de
la segunda semana, mientras que en las otras hubo variabilidad en la caida de acaros
a través del tiempo de aplicacion del AO. Estas diferencias en la mortalidad de acaros
en las colmenas del mismo grupo podrian deberse a los distintos niveles de infestacion
de V. destructor entre ellas, los cuales se homogenizaron entre los tratamientos (al

inicio) de acuerdo con su intensidad.
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4.2. Método de toalla
4.2.1. Efectividad

En el método de toalla, se utilizaron 12 g de AO y tuvo una efectividad del
74.4%. La concentracibn empleada y el porcentaje obtenido son similares a los
reportados en otros estudios, los cuales en su mayoria se han realizado en condiciones
distintas a las de Costa Rica (clima templado y abejas de origen europeo). Por ejemplo,
en una investigacion llevada a cabo en Ontario, Canada, colocaron dos toallas por
colmena, cada una de ellas con 6 g de AO y 6.5 ml de glicerina. De esta forma se
reportd una efectividad del 78.7% (Sabahi et al 2020).

Por otro lado, el investigador Randy Oliver ha realizado multiples experimentos
en Estados Unidos, con el fin de encontrar el método més préctico, efectivo y amigable
con el ambiente para controlar al &caro V. destructor. En una de sus investigaciones,
utilizé el método de toalla (sin cuantificar la efectividad) y determiné que el conteo de
acaros se redujo hasta en un 75.0%, ademas de que su uso posee menos efectos
adversos que la sublimacion (Oliver 2018).

En cuanto a estudios realizados en clima tropical, se encuentra uno llevado a
cabo en Costa Rica, en el cual se utilizaron 12 g de AO y se obtuvo una efectividad del
61.0% (Villegas 2021). Mientras que, en México, en una zona de clima templado
subhumedo y con abejas africanizadas, se compar6 el método de sublimacion con el
de toalla, obteniendo una efectividad del 86.8% y 88.3%, respectivamente (Gallardo et

al 2019).
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4.2.2. Mortalidad de acaros durante el periodo de aplicacion

En este grupo, la mortalidad de acaros fue alta durante la primera semana y
considerablemente mas baja el resto del tiempo. Lo cual podria estar relacionado a
gue pocos acaros ingresaron a la cria antes de ser sellada, eliminando la gran mayoria,
desde los primeros dias posteriores a la colocacion de las toallas en las colmenas.

4.2.3. Mortalidad por colmena

A pesar de que la infestacién inicial del acaro varroa en cada colmena era
distinta, su mortalidad fue similar entre las colonias. La principal caida de acaros se
registré6 en la primera semana y hubo un leve aumento durante la tercera. Dicho
aumento puede deberse al ciclo de V. destructor, que se encuentra protegido mientras
permanece dentro de la cria sellada, pero que queda expuesto al acido oxalico al

emerger de la celda (fase forética) (Rademacher y Harz 2006).

4.3. Tiras de cartdén impregnadas

4.3.1. Efectividad

En el método de tiras de carton impregnadas, se utilizaron 50 g de AO por
colmena (12.5 g por tira), con una efectividad del 50.0%. Aun cuando esta efectividad
se considera baja, cabe mencionar, que esta es la primera vez que se usa el AO
aplicado en tiras de carton en una investigacion en Costa Rica; sin embargo, este
meétodo ha sido ampliamente estudiado y aplicado en América del Sur. Por ejemplo,
en Argentina existe una version comercial llamada Aluen CAP® y Pérez y
colaboradores (2022) determinaron que, al utilizar dos tiras, la eficacia fue del 84.5%,

mientras que, al utilizar cuatro tiras, la eficacia supero el 96.0%.
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Por otro lado, en Uruguay utilizaron tiras de carton, para determinar la
efectividad en distintas estaciones. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
91.0% en marzo (transicion verano-otofio), 97.5% en junio (transicién otofio-invierno),
69.0% en setiembre (transicion invierno-primavera), 71.0% en octubre (primavera) y
94.0% en enero (verano). También determinaron que la efectividad fue mayor, en las
colmenas donde se colocaron las tiras en la camara de cria. Por otra parte, no se
observaron efectos adversos en abejas adultas ni en la cria. Cabe destacar que los
autores concluyeron que la efectividad disminuy6 en primavera, ya que las colmenas
se estaban expandiendo y royeron las tiras (Branchiccela et al 2022).

Al comparar los resultados obtenidos en Argentina y Uruguay con los del
presente estudio, se hace evidente que hay una diferencia considerable, ya que la
efectividad observada fue menor. Factores como el clima, la temperatura y la humedad
pueden haber afectado la liberacion de AO de las tiras y por ende la efectividad.
También podria deberse a que el carton utilizado, no absorbi6 todo el &cido de forma
adecuada. Este aspecto en particular, puede ser objeto de una préxima investigacion,
para evaluar la adherencia del quimico en diferentes tipos de cartdon y medir en cada
caso su efectividad.

4.3.2. Mortalidad de &caros durante el periodo de aplicacion

La mayor mortalidad se presenté durante la segunda semana. Esto puede
deberse a que durante la primera semana habia mas acaros dentro de la cria sellada,
los cuales se vieron afectados dias después en la fase forética. Posteriormente, la

caida de acaros disminuyd, lo cual puede deberse a que las tiras de cartdn perdieron
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efectividad debido a factores externos o a que desde un principio no absorbieron la

cantidad suficiente de AO.

4.3.3. Mortalidad de acaros por colmena

La mortalidad de acaros en las cuatro colmenas de este grupo fue distinta. Esta
diferencia puede estar relacionada al nivel de infestacion de cada colonia y al
comportamiento de limpieza de las abejas (que variar entre ellas) (Espinosa et al

2008).

4.4. Grupo control

4.4.1. Mortalidad natural de acaros durante el periodo de aplicacion

La caida natural de acaros en el grupo control, correspondié a un 34.1%. En un
estudio realizado en Costa Rica, Calderén y Sanchez (2023) determinaron una
mortalidad natural de 25.7%. Este porcentaje de caida natural de varroa, no es
comparable con estudios realizados en otros paises, debido a que, en ellos solo
contabilizaron la cantidad de acaros muertos en el grupo control en un periodo definido;

sin embargo, no establecieron un porcentaje de mortalidad como tal.

En condiciones naturales, los &caros mueren en la cria sellada debido al espacio
limitado por el tamafio de las celdas (Donze y Guerin 1994), ademas de la competencia
entre diferentes estadios por el sitio de alimentacion en la pupa (Martin 1994). En el
macho, especificamente, la principal mortalidad ocurre por la falta de alimento, ya que
su aparato bucal esta modificado para la transferencia de espermatozoides y no es

utilizado para la alimentacion (Ritter 2001).
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4.4.2. Mortalidad natural de acaros por colmena

La mortalidad por colmena y por semana fue similar, pero hubo una colonia en
particular cuyo numero de acaros caidos fue mayor. Esta diferencia puede deberse a
su comportamiento de limpieza y al nivel de infestacion de varroa.
4.5 Comparacion entre los métodos de aplicacion del acido oxalico y el grupo

control

Al comparar los diferentes métodos de aplicacion del AO, los métodos de toalla
y goteo presentaron la mayor efectividad. No obstante, al realizar analisis de varianza
entre el grupo control y los tres tratamientos, solamente el de toalla presenté
diferencias significativas (P< 0.05). Mientras que, al aplicar las pruebas de Tukey y
Dunnet, no se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos. Lo anterior
puede deberse, a que se necesita aumentar el tamafio de la muestra (nUmero de

colmenas) con el fin de mejorar la potencia de la prueba estadistica.

Sin embargo, en estudios con abejas africanizadas, la cantidad de colmenas
que se utilizan es limitado por diversas razones. Entre ellas estdn que los apiarios
deben tener un tamafio maximo de 20 a 25 colmenas, porque si el nUmero es mayor,
aumentan las probabilidades que en época de escasez (periodo lluvioso), ocurra’
pillaje (robo de alimento entre colmenas) y evasion de colonias. Ademas, se debe
tomar en cuenta el comportamiento defensivo de las abejas africanizadas, lo cual hace
dificil el manejo de apiarios con mas de 20 colmenas. Por otro lado, para aumentar la
cantidad de individuos (n), habria que utilizar diferentes apiarios y, por ende, variar las

condiciones entre ellos, lo cual podria afectar los resultados del estudio. Ademas, por
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este comportamiento defensivo, se deben mantener los apiarios lejos de centros de

poblacién (casas de habitacion, escuelas, entre otros).

También cabe resaltar, que uno de los objetivos del estudio, fue evaluar los
posibles efectos adversos del acido oxalico sobre la condicion de las abejas. Por lo
gue no era conveniente, exponer un nimero elevado de colmenas al producto, y con

ello evitar un impacto ambiental.

Otro factor que pudo influir en que no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos tratamiento, fue probablemente el comportamiento individual de las
colonias (higiénico y limpieza), el cual provocé variacion de los resultados entre las
colmenas del mismo grupo. El comportamiento higiénico se refiere a la capacidad de
las abejas adultas para detectar y remover de la celda cria afectada (larvas y/o pupas)
(Espinosa et al 2008). Este comportamiento les permite a las abejas remover de las
celdas los patdgenos que estan afectando a la colmena, como puede serlo el acaro V.
destructor (Espinosa et al 2008) y puede variar entre un 20.0% y un 80.0% entre

colmenas del mismo apiario (Araneda et al 2008).

4.6 Efectos adversos

Con respecto a efectos adversos, se determiné que, en las concentraciones de
acido oxalico utilizadas son practicamente nulos o poco evidentes, debido a que no se
observaron consecuencias negativas ocasionadas por el uso del producto. Igualmente,
Villegas (2021) no reportd ningun efecto adverso al administrar acido oxalico mediante
goteo y toalla, en abejas africanizadas en condiciones similares. Cherriere e Imdorf

(2002) utilizaron AO en diferentes cantidades (30 g, 37 g y 45 g) y mencionan que, a
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partir de los 45 g, se observé que las colmenas se debilitaron levemente. Por otro lado,
Adjlane (2006) reportd que, al utilizar 100 g de acido, la efectividad fue alta, pero hubo
un fuerte debilitamiento de las colmenas. Por lo cual, el AO puede ocasionar dafio en
las colmenas cuando se utiliza en concentraciones elevadas.

Otros productos alternativos como el acido formico pueden provocar la salida
de abejas de la colmena, las cuales abandonan temporalmente el nido de cria y se
agrupan cerca de la piguera. Ademas, se han observado abejas adultas muertas en el
suelo y una cantidad considerable de cria abierta afectada. Asi mismo, el &cido férmico
puede causar mortalidad en abejas que emergen de las celdas y evasion de colmenas
(Ramirez 2013).

En el caso de los acaricidas quimicos, pueden ser téxicos aun en pequefias
cantidades. Por ejemplo, en el caso del amitraz, se recomienda utilizar solamente 1 g
por colmena, debido a su toxicidad (DL50 en poblacién sensible fue de 0.78 pg/ml,
mientras que la DL95 correspondié a 6.38 pg/ml) (Bolois 2012). Ademas, productos
quimicos como el fluvalinato, la flumetrina y el amitraz pueden afectar el desarrollo de
las abejas, su habilidad de aprendizaje y la postura de la reina (Berry et al 2013). Por
otro lado, en un estudio realizado en Canadéa (Gashout et al 2018), indican que los
acaricidas naturales (timol y acido férmico) fueron significativamente menos téxicos
que los sintéticos (coumafos, fluvalinato y amitraz). Adicionalmente, cabe destacar que
hay lugares donde el acaro V. destructor ha generado resistencia a estos productos
quimicos (Martinez y Medina 2011; Kamler et al 2016). Por lo anterior, se debe
promover el uso de productos organicos, como el acido oxalico, cuya eficiencia permite

el control del &caro varroa, sin afectar las colmenas y el ambiente.
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5. CONCLUSIONES

1. El acido oxalico mostro efectividad en el control del acaro Varroa destructor en
abejas africanizadas en condiciones tropicales. Los métodos de aplicacion
mediante goteo y toalla presentaron una efectividad moderada, mientras que la
efectividad con tiras de carton fue baja.

2. Al comparar los tratamientos, el método de toalla presento la mayor efectividad,
seguido del goteo, por lo que ambos pueden ser considerados como una
alternativa en el manejo integrado del acaro varroa. El método de tiras de carton
presentd la menor efectividad en el control de varroa. No obstante, se debe
considerar que es la primera vez que se evalla en Costa Rica, por lo que se
debe continuar su investigacion.

3. Las concentraciones de acido oxalico utilizadas en el presente estudio, se
consideran aptas para su uso en abejas africanizadas, ya que no se observaron

efectos adversos evidentes sobre las colmenas.



65

6. RECOMENDACIONES
Al CINAT: realizar mas investigacion dirigida al uso del acido oxalico en tiras
de cartdn, ya que este es el primer estudio con este método en Costa Rica. Se
recomienda modificar algunos aspectos de la metodologia, como la cantidad
de horas que estuvo en contacto el acido con el carton. Ademas, valorar el tipo
de carton utilizado y su grosor, de manera que mejore la absorcion del acido.
Al CINAT: comparar diferentes tipos de toalla, para medir absorcion,
durabilidad y efectividad en el control de varroa.
Al CINAT: realizar estudios sobre el costo/beneficio o la viabilidad de reutilizar
las toallas. Ademas, se recomienda evaluar su efectividad y posibles efectos
adversos de utilizarlas entre los marcos.
Al CINAT: aumentar la cantidad de aplicaciones de los métodos de toalla y tiras
de cartén y evaluar si mejora la efectividad en el control del acaro varroa.
Al CINAT: comparar la efectividad del método de goteo al aplicarlo sobre los
marcos y entre los marcos. Los diferentes estudios mencionan solamente una
forma de aplicacién y no se comparan las técnicas entre si. Ademas, en el pais
hay apicultores que no dejan espacio entre la parte superior de los marcos
(cabezales) y la tapa, por lo que administrarlo entre los marcos podria ser una
opcion viable.
A la Escuela de Medicina Veterinaria: Incluir en la malla curricular de la carrera
de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional, un curso optativo sobre las
abejas, considerando su biologia, manejo y su impacto en la conservacion

ambiental.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. BITACORA DE PASANTIA EN EL INSTITUTO DE APICULTURA DE
CELLE

_LAVEEIn:rilut fiir Bienenkunde Celle | Hermogin-Fleonore-Ale 5 | 29221 Celle | Garrmoany

Oriana Natalia Quirds Vargas

Activity Log
Week 1.
03/28/2022
Activilies:
Meeting with Dr. Otto Boecking
Welcome Institute for Apiculture Celle
Institute introduction
Practical activities with beekeeping studenis:

o Adjusting the screws of the beehives” frames
o Tightening of the frames” wires

03/29/2022
» Organization of personal affairs: Renewal of the TiHo card [university card)
03/30/2022

« Practical activities:
o Tightening of the frames wires
o Labeling of honey jars

03/31/2022

+ Observation of the cleaning of the beehive frames and other tools
= Practical activities:
o Melting wax for making small frarmes
o Building small frames for mafing boxes
e Checking the beehives that belongs to the Institute but are in the
forest

04/01/2022

= Practical activities
o Melling wax for making small frames
o Building small frames for mating boxes
o Repairing frames '

& & & @
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Week 2
04,/04/2022

« Practical actlivities:
o Repaiing itle frames (frames for mating boxes)
o Melting waox for building small frames for mafing boxes

04/05/2022

« Practical activities:
a Repainng littke frames (for maling boxes)
o Freparing cell bars for bio-beekeepers queen breeding [cell bars
are mode with wox)

04/06/2022

* Proctlica activities:
o Gluing the cell bars to the wooden base

04,/07/2022

« Proclical activities:
o  Washing wooden beehive frames

04/08/2022

» Practical activities:
o Visiting beehives that are in the forest o place more brood frames,
so they have more space for breeding

Wesek 3:
04/11/2022

+ Practical activities:
o Visiting beehives that are in the forest o check that thay ara wall
and if necessary, remove cells and remove drone brood to help
conirol the vamroa mite.

04/12/2022

« Practical activities:
o Filling jars of honey
o Pulling wax panets on the frames

04/13/2022
« Practical activilies

/8
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o Repairing little frames (for mating boxes)
o Putting wox panels on the frames

04/14/2022

« Practical activities
o Tightening of the frames” wires
o Taking samples for lab lests [pesticide tesl)

04/15/2022

Free for easter holiday
Week 4

04/18/2022

Free for easter holiday
04/19/2022

« Practical activities
o Visiting beehives that are in the forest to check that they are well
and if necessary, remove cells and remove drone brood to help
control the vamroa mite.
o Placing frames on honey boxes (preparing honey supers)

04/20/2022

* Practical activities:
e Placing informative cardboard inside the lids of the honey jars

04/21/2022

e Practical activities: .
o Moving beehives from winter site to summer site
o Tightening of the frames” wires
o Putting wax panels on the frames

04/22/2022

+ Practical activities:
o Tightening of the frames” wires
o Putting wax panels on the frames

Week §
04/25/2022

/8
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» Practical activities
o Flacing wax panels on the frames
o Taking samples of young bees for lab test |55 young bees from
each beehive)

04/26/2022

+ Practical acfivities
. o Placing wax panels on the frames
o ‘Putfing honey supers on the beehives that are In the forest, .

04/27/2022

» Practical activities
o Placing wax panels on fhe frames
o Putting honey supers on the beehives that are in the fﬂr&sl
o Tightening of the frames” wires

04/28/2022

s Practical activities
o Grafting of larvae for gueen breeding

04/29/2022 '

« Proctical activities
o Placing wax panels on the frames
o Tightening of the frames” wires
o Wisifing to a Beekeeper with Dr Catharino Bwest [Celle’s Offlcial
Vaternary) to toke samples and n_|I& out the presence of Amercan
foulbrood

Week &

03/02/2022

Free for personal alfairs: picking up the monthly money of the scholarship at TiHe
Tower,

05/03/2022

# Practical activities
o . Putting honey in gueen cages [for breeding gueens)

05/04/2022

#  Practical activities _
o Preparing honey supers

48
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o Placing honey supers on the beehives that are in the farast,
05/05/2022

» . Practical activities
o Praparing honay supers
Tightening of the frames wires
Flucing honey supers on the beehives that are in the forest.
iGrafting of larvae for gueen breeding

o o aq

05/04/2022

I was stung by bees on Thursday and half of my face was swollen and my right
eye was closed so | had the day off,

Week 7
05/0%/2022

= Praclical activities
o Placing honey supers on the beehives that are in the forest,

05/10/2022

» Practical activities
o Marking of the queeans
o Faolding belfs

05/11/2022

» Proctical octivities
o marking of the queens
o Collecting bees fo make new beeshives
o Recelving visitors from TiHo Univarsiiy

05/12/2022

» Practical activities :

o Checking beehives of the Insfitute to make sure that they are wel
and if necessary, remove swarm cells and remove drone brood fo
help control the varoa mite.

o Graffing of lorvae fo breed queens

o Flacing honey supers on the beehives of the Institute

05/13/2022
#  Practical activities

s5/8
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_ o Placing honey supers on the beehives of the Institute
Week B
05/16/2022
« Practical activities _
o Viiting beehives that are in the forest fo check that they are well
and if necessary, remove calls and remove drone brood to herp

control the varroa mite.
o Collecting bees to make new beehives

05/17/2022

= Practical acfivities
o VYisiting beehives that are in the forest to check that they are well
and if necessary, remove cell: and remove drone brood fo help
control the vamroa mite. And putling honey supers if necessary,
o Removing wax cells from the gqueen cages

05/18/2022

» Proctical activities
o Viiting beehives that are at fhe mowntain [rapes fields) to check
that they are well and if necessary, remove cells and remove drone
" brood fo help control the varca mite. And putting honey supers if

neCes53ary.
05/19/2022

» Practical activities
o Grafting of larvae for queen breeding
o Marking of queen bees
o Placing queen pupoe in cages with honey

05/20/2022

Doy off for accrued working hours
Week 9

05/23/2022

o Practical activities:
o PFlacling of mating boxes af the mountain
o Building of mating boxes

05/24/2022

6/8
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* Practical activities:
o Removing wax cells from the queen cages
o Marking of queen bees
o Cleaning up of stuff for queen breeding

05/25/2022

« Observation of how the measurement of HMF in honey is carried out
+ Observation of pictures of different types of polien under a microscope
¢ Proctical activities:
‘ c Visiting beehives to check that they are well and if necessary,
remove cells and remove drone brood fo help control the vamoa
mite. And putting honey supers if necessory.

05/26/2022

Day off for Ascension Holiday
05/27/2022

Day off for accrued working hours

Supervisor: Dr. Otto Boecking (acting director of the institute)

Signature: é"% ,LWC[ZJ—\ —

Attached - two pictures of Oriana Natalia Quirds Vargas (queen-production)
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