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Resumen

La abeja melifera (Apis mellifera), como todo organismo vivo, es susceptible a la
accion de diversos agentes etioldégicos y amenazas medio ambientales, de las
cuales algunas han aumentado significativamente en los dltimos 5 a 10 afios.
Entre ellos se encuentra el acaro Varroa destructor, que representa una de las
grandes probleméticas sanitarias para las abejas productoras de miel. Desde un
punto de salud publica el riesgo de la desaparicion de Apis mellifera es de mayor
interés, ya que con la disminucion en la actividad de las abejas, se ocasionan
severas pérdidas de miel y polen, ademas de restringir la polinizacién de cultivos

agricolas y el posible efecto negativo al equilibrio de los ecosistemas.

A través del reciente estudio se determin6 el haplotipo de Varroa destructor
presente en el pais y su relacion con el grado de infestacién en las colmenas de
Apis mellifera de apiarios centinela de Nicaragua. Se recolectaron muestras de
abejas adultas de la camara de cria de 29 apiarios centinelas a nivel nacional, con
presentacion de la fase forética del acaro. Del total de los acaros encontrados en
las muestras de abejas recolectadas, se hicieron 24 pool, separados por diferentes
zonas. Se determiné el haplotipo mitocondrial de las hembras adultas de varroa
encontrado en el estudio, mediante el analisis con enzima de restriccion Sac |,

demostrando que los acaros pertenecen al haplotipo Coreano.

En relacién al grado de infestacion de las colmenas con el &caro, se identifico el
70% con una taza baja, el 20 % con infestaciébn media y el 10% resultaron con
infestacion alta. En 3 departamentos muestreados se encontraron resultados que
superan el 10% del nivel de infestacion de varroa, indicando la necesidad de

realizar un buen manejo para el control de esta parasitosis.
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GLOSARIO

Apiario: Conjunto de colonias instaladas en un lugar determinado.

Apicultor/a: Hombre o mujer que se dedica a la crianza y el manejo técnico de
abejas.

Ahumador: Instrumento para apaciguar a las abejas con humo.

Camara de cria: Caja de colmenas donde la reina realiza la postura.

Colmena: Habitacion donde vive un conjunto de abejas.

Colonia: Familia de abejas que cuentan con un nido de postura.

Emigracion: Abandono de una colmena por parte de las abejas.

Enjambre: Conjunto de abejas que abandonan su colonia para establecer una
nueva colonia madre.

Fresia: Unién del parasito con el huésped tiene predileccién por alguna parte del
cuerpo.

Imago: Resultado de la udltima metamorfosis del insecto, cuando este ya ha
adquirido su aspecto definitivo.

Larva: Cria de abeja que no ha llegado a su etapa de pupa.

Nodriza: Abeja que se dedica a alimentar y cuidar abejas y larvas.

Opérculo: Tapa de cera; las abejas cubren las celdas llenas de miel o crias.
Pecoreadora: Abeja que recolecta néctar, polen, propéleos y agua.

Pillaje: Fendmeno de agresividad de las abejas atacando una colmena con el fin
de robar la miel.

Propdleos: Sustancia cérea con que las abejas bafian las colmenas.
Trashumancia: Traslado del apiario con el fin de obtener mas miel.

Trofolaxia: Cambio mutuo de alimentos entre nodrizas y los que necesitan ser

alimentados como las larvas, los zanganos y la reina.
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I. Introduccion

La abeja melifera (Apis mellifera), como todo organismo vivo, es susceptible a la
accion de diversos agentes etiologicos, ya sean biol6gicos como quimicos y
depredadores, que causan el deterioro de su salud y, por consecuencia,
ocasionan importantes mermas productivas. La afectacion directa por
enfermedades endémicas, asi como la afectacion indirecta de las enfermedades
exoticas, impide el desarrollo del sector apicola y la productividad de las colmenas

en Nicaragua.

Las abejas tienen un gran aporte en la polinizacién de los cultivos agricolas y por
ende inciden en la seguridad alimentaria a nivel mundial. En este proceso la abeja
melifera asume un grado destacado por su eficiente trabajo en la polinizacion,
ademas de ser la principal protagonista de una de las actividades milenaria de los
humanos, permitiendo la fecundacién de las plantas. Sin embargo, desde hace
algunos afios las poblaciones de las abejas meliferas estan sufriendo un declive
importante por cambios climaticos, perdida o deterioracion de habitad,
monocultivos, plaguicidas y enfermedades endémicas como la varroosis. Esta

situacion amenaza la seguridad alimentaria en todo el planeta (1).

Segun la Organizacibn de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), de 100 cultivos que dan el 90% de los alimentos del mundo, 71
son polinizados por abejas. En Europa el 84% de las especies de 264 cultivos son
polinizados por insectos. No hace falta tener mucha imaginacion para percatarse
del impacto brutal que la desaparicibn de los polinizadores tendria en la
agricultura. Y lo mismo cabe decir el impacto que podria tener la flora silvestre y
su biodiversidad. Miles de especies vegetales existen gracias a los insectos. Nada
mas que el 87% de las plantas con flores del mundo dependen de animales para

la polinizacion (2).

Los datos antes mencionados demuestran la importancia de las abejas en

produccion, tanto en la ecologia como en la economia para la vida de los
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humanos. Por eso los estudios de las patologias apicolas son relevantes para
determinar las afectaciones directas y su impacto sobre las colonias. Para buscar
las medidas adecuadas de prevencion y control de las enfermedades, se trata de
mantener la triada ecoldgica en equilibrio, siendo el agente patdgeno uno de los

tres pilares en la historia de las enfermedades.

El género Varroa, comprende cuatro especies bien diferenciadas: V. jacobsoni
Oud, descrita como parasito de Apis cerana abejas de la isla de Java, extendido
en Asia; V. underwoodi, descrita como huésped de A. cerana en Nepal; V.
rindereri ectoparasito de A. mellifera Koschevnikovi en Borneo y V. destructor
patdgeno de Apis mellifera scutellata; éste ultimo distribuido ampliamente en
América (20). En algunos paises se han realizado estudios con técnicas

moleculares determinando los haplotipos presentes del 4caro Varroa destructor

).

En Nicaragua nace la necesidad de un estudio para determinar los haplotipos de
varroa presentes en el pais, utilizando técnicas moleculares basadas en la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR), que podria ser una herramienta de gran
importancia y significativa para diagndsticos mas certeros. Los resultados
obtenidos a través del presente estudio pueden fortalecer el Plan de Vigilancia
Epidemioldgica a nivel nacional, que contribuird a proteger la existencia y la salud
de abejas polinizadoras tanto de la forma silvestre y abejas manejadas bajo
sistemas de explotacion, suponiendo la desaparicion de las abejas como un

problema de salud publica muy grave (3).
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Il. Antecedentes

En Nicaragua y en el mundo uno de los principales desafios en la apicultura es
mantenerlas colmenas libres de enfermedades, principalmente de la varroosis, la
cual se considera una enfermedad devastadora por lo que ademas de provocar
dafios directos en la colmena, el acaro es portador de virus, hongos y bacteria

capaces de desaparecer colmenas.

Se realiz6 un estudio sobre un algoritmo para la deteccion y seguimiento del
acaro, proporcionado por el Centro de Investigacion Apicola Tropical (CINAT-
Costa Rica). Estos registros corresponden a la presencia del acaro Varroa
destructor en una celda de abeja africanizada, en un entorno controlado. El
objetivo principal en este documento es, presentar las diversas etapas de
desarrollo del algoritmo y mostrar los resultados obtenidos en el porcentaje de
éxito en la deteccion. Por lo tanto, se ha implementado un sistema de calibracién
con el fin de tener un marco mejorado en comparacion con el video original. Esta
calibracion se realiza mediante la busqueda del area activa, movimiento y
definicion del &caro Varroa destructor, y finalmente, una deteccién y seguimiento
automatico. Este se logro hasta el 93,75% para la deteccion y el seguimiento de la
derecha, trabajando en tiempo real en un entorno controlado (4).

En algunos paises de Centroamérica se han realizados estudios genéticos con
reinas de abejas con el fin de minimizar riesgos de enfermedades (posible
resistencia) y asi incrementar la produccion de miel. (2) Ademas, otros estudios
sobre la importancia de la biodiversidad apicola para la seguridad alimentaria en
Costa Rica. En Centroamérica no se ha detectado el haplotipo que predomina en
esta zona o la variedad existente en varroa, aunque se han hecho estudios del
agente desde la aparicion de Varroa jacobsoni (nomenclatura obsoleta) en 1996,
como los estudios realizados en Costa Rica, comparando la habilidad reproductiva
y mortalidad del acaro Varroa destructor en celdas con crias de obreras y
zanganos en abejas africanizadas y la evaluacion de diferentes concentraciones

de acaricidas comerciales el control de Varroa destructor (5).
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En Espafa se encontré el haplotipo Coreano segun estudios realizados en el afio
2006 y 2007. El objetivo principal de este estudio fue detectar aquellos agentes
patégenos relacionados con la pérdida de colonias de abejas meliferas en Espafia
utilizando para ello técnicas moleculares basadas en la reaccion de cadena de la
polimerasa (PCR). Los resultados obtenidos muestran una alta deteccién de
Varroa destructor (haplotipo Coreano) y Nosema ceranae y una relevante
prevalencia de Acarapis woodi y una baja deteccion de Nosema apis,

Ascosphaera apis, Paenibacillus larvae y Melissococcus pultonius (6).
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lll. Problema de investigacion

La varroosis es considerada como la enfermedad parasitaria mas seria de las
abejas meliferas. La patologia es producida por el acaro Varroa destructor este
acaro se alimenta de la hemolinfa del estado adulto y de los distintos estadios
juveniles de desarrollo de las abejas, produciendo una serie de efectos negativos:
disminucién de la vida media de las abejas infectadas durante su desarrollo pupal,
pérdida de peso y malformaciones de las abejas emergentes en las alas, patas y
abdomen (13). Evidentemente es un problema para el apicultor de tener que
combatir este parasito, ya que necesita aplicar tratamiento y cada tratamiento
requiere de cuatro a siete aplicaciones segun el caso. El proceso del tratamiento
conlleva tiempo, dinero y riesgo de contaminaciéon y lo que es peor a veces de
haber tratado las colmenas se debilitan y mueren (14). Este tipo de parasitosis se
destaca en el sindrome del despoblamiento de las colmenas, por lo consiguiente
podria emerger un problema en la seguridad alimentaria de nuestro pais, su
dispersion se ha expandido por falta de controles sanitarios y practicas deficientes

derivadas de la actividad comercial entre apicultores (20).

Sin la polinizacién entomdfila (realizada por insectos) aproximadamente un tercio
de los cultivos que consumimos tendrian que ser polinizados por otros medios o
producirian otra cantidad de aliento significativamente menor. Bajaria la
productividad hasta un 75% de nuestras cosechas. Sin duda, los cultivos mas
nutritivos e interesantes para nuestra dieta entre ellos, muchas frutas y verduras,
asi como ciertos cultivos forrajeros utilizados para la produccién de carne y lacteos
se verian afectados de manera grave por un descenso de insectos polinizadores
(15).

Por consiguiente, lo antes mencionados ¢, Cuales son los haplotipos de Varroa
destructor relacionados al grado de infestacion en colmenas Apis mellifera de

apiarios centinela de Nicaragua?
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IV. Justificacion

La apicultura en Nicaragua tiene un impacto positivo en la economia del pais por
el aumento en las exportaciones de miel a nivel internacional. Ademas, creci6 el
interés de realizar investigaciones sobre la frecuencia y la diseminacion de

enfermedades, asi como la aplicacion de las buenas practicas en apicultura.

Aun asi, hay muchos temas todavia no investigados, siendo uno de estos la
genética de Varroa destructor. Con el presente estudio se pretende analizar, a
nivel nacional, el haplotipo de varroa que se encuentra en nuestro pais. El fin del
estudio es identificar el grado de riesgo al que se enfrentan los apicultores de
Nicaragua, haciendo énfasis en los haplotipos de varroa encontrados mediante la
técnica de PCR y asi aportar a las medidas adecuadas para la prevencion y

control de varroosis.

Nicaragua cuenta con cinco regiones principales en la produccion de miel, siendo
la regidén de occidente, la mas importante por su produccion de miel y por la mayor

cantidad de apicultores concentrados en esta region.

En los ultimos afios se destaca la apicultura por la apertura de nuevos mercados
internacionales, dada la excelente reputacion en la produccion de miel organica.
Indudablemente la flora apicola es el principal aliado de los apicultores para
alcanzar buenas cosechas de miel y polen, las que inciden de forma directa en la

seguridad alimentaria.

Histéricamente Nicaragua tiene muy pocos estudios realizados en abejas, asi
como de las patologias apicolas, debido a que es un rubro relativamente nuevo en
el pais. Existen grandes desafios, con muchas oportunidades de crecer, debido al

potencial favorable que se encuentra en nuestra zona para la apicultura.

Con este estudio pretendemos dar un nuevo conocimiento para la apicultura en

Nicaragua determinando especificamente el agente etioldégico de la varroosis
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mediante el diagnostico molecular. Los resultados podrian ser aplicadas para
desarrollar nuevas técnicas de control de la parasitosis incluyéndolas dentro del
Plan Sanitario Nacional (7).
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V. Objetivos

Objetivo general:

Determinar los haplotipos de Varroa destructor relacionados al grado de
infestacion en colmenas de Apis mellifera de apiarios centinela de Nicaragua,
2015 al 2016.

Objetivos especificos:
1. Determinar el nivel de infestacibn de Varroa destructor en las colmenas

estudiadas de los apiarios centinelas del pais.

2. ldentificar los haplotipos de Varroa destructor en las colmenas estudiadas de los

apiarios centinelas del pais mediante la técnica de PCR.

Pagina |8



VI. Marco tedrico

La apicultura en Nicaragua.

La apicultura en Nicaragua inicié en los afios sesenta, pero es hasta el 2001 que
se inicia un proceso de organizacion del sector. La actividad apicola en Nicaragua
se encuentra desde hace afios en franco crecimiento. Segun el censo apicola
realizado por el Ministerio de Agricultura Ganaderia y Forestal (MAGFOR) en ese
entonces hoy Instituto de Proteccion de Agricultura y Ganaderia (IPSA) en el 2014
en Nicaragua existen unos 1400 apicultores. En el pais con unas 35,000 colmenas
en total, entre colmenas de 3 cuerpos o alzas, colmenas de dos cuerpos, camaras
de crias y nucleos. Estas colmenas estan distribuidas principalmente en la region
de El Sauce, Boaco, Jinotega, Matagalpa, Managua y Chinandega. Si se toma en
cuenta la extension territorial de Nicaragua, se puede decir que se esta
desaprovechando una buena parte del potencial apicola del pais. Si hacemos una
simple comparacion con respecto a la apicultura de los deméas paises de
Centroamérica, nuestro pais es el que cuenta con menos desarrollo apicola,
estando a la cabeza El Salvador con un area geografica 6 veces mas pequefia

gue la nuestra, en donde logran albergar unas 75,000 colmenas (23).

Comercializacion de miel en Nicaragua.

La comercializacion de la miel producida en Nicaragua sigue un flujo
agroalimentario que abarca todo el espectro de la miel, desde el néctar hasta los
consumidores. Este Gltimo es un agente de los sistemas agroalimentarios que esta
revolucionado la forma de producciéon y comercializacion de los productos
alimenticios. ElI consumidor se ha convertido en el punto de partida para cualquier
sistema de produccion agroalimentaria, principalmente para la miel de abeja por

ser considerado un producto de especialidad de alta calidad (22).
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Tabla. 1 Paises a que se exporta la miel de Nicaragua.

Establecimiento | Francia | Alemania | EE.UU | Suiza CRqsta Bélgica | Italia
ica

COSATIN RL X X X

INGEMANN

NICARAOCOOP X X X X

APIDOSA

NOCA

AUGUSTO GARCIA X

Plan Apicola Nacional.

El 13 de enero del 2011 en Managua, Nicaragua el Ministerio Agropecuario y
Forestal, a través del Area Apicola de la Direccion General y Proteccién
Agropecuaria (DGPSA), en el marco del proyecto Plan Sanitario de Nicaragua,
presentd el andlisis de los resultados del Diagnostico de las Enfermedades
Apicolas de los apicultores monitoreados a nivel Nacional. El estudio tuvo como
objetivo determinar la prevalencia e incidencia de 7 enfermedades, de las cuales 6
son de declaracion obligatoria a la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE)
(24).

Sin embargo, se hace necesario disefiar un Plan de Vigilancia Epidemioldgica
Apicola, que abarque desde la inspeccion, diagndstico, control, prevencion y
tratamiento de las principales enfermedades que afectan a las abejas, enfatizando

en las de notificacion obligatoria de la OIE (24).

Con la implementacién de este plan a los consumidores, internos y externos, se
les podra garantizar la calidad y la inocuidad de los productos de la colmena, lo
que mejoraria el consumo por el nivel de confianza, que generarian estos
productos. Igualmente se podra certificar el estatus sanitario, requisito

indispensable para las exportaciones (24).
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En Nicaragua como en el mundo uno de los mayores problemas sanitarios que
limita la produccion en apicultura es la parasitacion de Apis mellifera por Varroa
destructor, que origina la varroosis. La aplicacion de adecuados programas de
control de esta parasitacion es requisito indispensable para asegurar la viabilidad

de cualquier explotacién apicola (24).

Varroosis.

Agente etioldgico:

Es una parasitosis de las abejas causada por el 4caro Varroa destructor (16), que
afecta a las tres castas de abejas meliferas en sus etapas de larva, pupa y adulto,

considerandosele como el peor enemigo de la apicultura (8).

Tabla.2 Clasificacién taxonémica de varroa.

Phylum: Artrhopoda
Subphylum: Chelicerata
Clase: Arachnida
Subclase: Acarida

Orden: Gamasida
Familia: Varroidae
Género: Varroa

Especie: Varroa destructor

La varroosis esta producida por el acaro Varroa jacobsoni, de la especie Apis
cerana (abeja oriental o abeja asiatica), por el acaro Varroa destructor en Apis
mellifera (abeja europea occidental) y por el &caro Varroa rindereri a la especie
Apis koschevnikovi. En Apis cerana la cantidad de acaros adultos varia de 0 a 700
y se genera un equilibrio donde coexisten el huésped y el parasito. El ciclo
reproductivo de esta especie se lleva a cabo en las celdas de los zanganos y no
en la de obreras, como es el caso de Varroa destructor. Ademas Apis cerana tiene
la particularidad de quitar las varroa de las celdas, de quitarse las mismas entre
los adultos, con lo cual se mantiene un equilibrio constante. En 1963 se detecta

Varroa destructor sobre Apis mellifera (21).
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Estos acaros tienen ocho patas en estado adulto que terminan en ventosas,
mientras en estado larval poseen seis patas. Las hembras son las que parasitan a
las abejas, y son de un color castafio rojizo claro a rojizo oscuro. Los machos son
de color blanquecino amarillento, tienen menor consistencia y son mucho mas
pequefios que las hembras por poseer dimorfismo sexual. El cuerpo de la hembra
varroa adulta esta adaptado al parasitismo y a la foresia, tiene una forma
elipsoidal, es deprimido dorso ventralmente. La hembra mide alrededor de 1500
um, de ancho, lo que es muy grande para un acaro. El macho no esta adaptado al

parasitismo, ya que su cuerpo es casi esférico; y mide 400 pum (9).

Ciclo Bioldégico.

La hembra de varroa parasita sobre la abeja adulta, principalmente dentro de la
colmena antes de iniciar su ciclo reproductivo. La hembra fundadora entra a la
celda de la larva de la abeja que va a parasitar aproximadamente 15 horas antes
de la operculacién que ocurre en celdas de abeja obrera al noveno dia, y en abeja
zangano al décimo dia. Esto es aproximadamente cuando la larva de obrera pesa
100 mg. y la de zangano 200 mg. Este momento es crucial, porque apenas entra
la hembra fundadora, se sitia en el fondo de la celda con el propdsito de no ser
eliminada por las abejas obreras limpiadoras. Al parecer el acaro se guia por
esteres de 4cidos grasos que las larvas de abejas emiten con el fin de provocar la
operculacién, que son atractivos para varroa también (palmitato de metilo). Para
su reproduccién, el acaro prefiere la celda del zangano, en virtud del mayor
periodo de metamorfosis que tiene el macho de las abejas (23 dias), asi pudiendo
criar de 5 a 7 acaros en una celda de zangano y de 3 a 6 en una de obrera. La
ovoposicién de la varroa hembra se produce en el interior de la celda, una vez
operculada. El primer huevo puesto por la hembra varroa da como resultado un
macho por no ser fecundado (huevo haploide), y los siguientes son hembras (al
ser huevos fecundados diploides), poniendo un huevo cada 30 horas
aproximadamente. Cuando la celda es infestada con una sola hembra de varroa
fundadora, el apareamiento s6lo puede ocurrir entre el macho y sus hermanas, y

es entonces consanguineo. El macho se aparea con la primera hembra tan pronto
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como llega a la fase adulta. ElI apareamiento puede ser repetido hasta 9 veces.
Cuando la segunda hija llega a ser madura, el macho abandona la primera hija,
para aparearse con ella. Si una tercera hija llega a ser adulta, se repite el mismo

escenario (21).

El género Varroa incluye actualmente cuatro especies: Varroa jacobsoni, descrita
originalmente de la isla de Java como ectoparasito de Apis cerana, se ha descrito
por toda Asia; Varroa underwoodi descrita como parasito de Apis cerana en Nepal;
Varroa rindereri descrita en Borneo como ectoparasito de Apis koschevnikovi;
Varroa destructor descrita como ectoparasito de Apis cerana y Apis mellifera con

el nombre de Varroa jacobsoni (21).

Varroa destructor, un ectoparasito, constituido como un agente patégeno de Apis
melliferas scutellata a nivel mundial, se le atribuye la pérdida de cientos de
colonias y billones de délares en relacion al beneficio de la agricultura, Se le ha
responsabilizado del sindrome de despoblamiento de colmenas, que se viene
presentando a nivel mundial el cual ain no ha sido completamente explicado,
Ningun otro patégeno, como este acaro ha causado tanto impacto sobre las
abejas en toda la historia de la apicultura, teniendo en cuenta que las pérdidas en

la actualidad son incalculables (21).

El ectoparasito, genera efectos sinérgicos negativos sobre el estado inmunolégico
y nutricional de las abejas de manera individual y colectiva, no sélo causando
lesiones fisicas, sino permitiendo la proliferacibn de hongos, bacterias y virus en

las colonias que parasita, actuando como vector de microorganismos (21).

Diversos microorganismos, han sido identificados en colonias de abejas, que se
asocian a la presencia y actividad de Varroa, entre ellos los virus de la pardlisis
cronica (VPC) y aguda (VPA) que causan hinchamiento del abdomen, cambios
fenotipicos y capacidad de vuelo; el de las alas deformes (VAD) de procedencia

Polaca, genera reduccion de tamafo de las abejas, deformacion y presencia de
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alas atrofiadas, con presencia en colmenas de Africa, Asia y Europa el de Kashmir
(VK), pardlisis lenta (PPL), entre otros (21).

Se ha demostrado que VPA, se encuentra diseminado en colonias de abejas de
todo el mundo, su dispersién se ha expandido por falta de controles sanitarios y
practicas deficientes derivadas de la actividad comercial entre apicultores, VPA, se
identificé por primera vez en paquetes de abejas introducidas Estados Unidos

desde Australia en el afio 2005 y en jalea real China (17).

Durante los ultimos 30 afios, la varroosis se ha convertido en la plaga mas
perjudicial para la apicultura. El responsable de esta enfermedad fue descrita por
primera vez desde Java por Oudemans (1904), como un parasito de la abeja
melifera oriental, Apis cerana, y fue llamado Varroa jacobsoni. Este parasito
natural de A. cerana se desplazé a la abeja melifera occidental, A. mellifera,
cuando éste se introdujo en Asia por razones apicolas. En las dos especies
hospedador, el parasito fue considerado por primera vez como perteneciente a la

especie V. jacobsoni (18).

Sin embargo, un estudio detallado de Anderson & Trueman (2000), basado en las
secuencias del ADN mitocondrial, reveld la existencia de al menos dos especies:
Varroa jacobsoni es stricto sensu presente en Indonesia y Malasia sobre A.
cerana, mientras que la especie recientemente descrita, V. destructor, se
encuentra principalmente en A. cerana de Asia continental. S6lo V. destructor
parasita A. mellifera, a pesar de todas las publicaciones antes del cambio de la
nomenclatura en 2000. Al mediado del siglo pasado, el parasito invade Europa,

seguido de una rapida expansion a casi todo el mundo (18).

Para el analisis de microsatélites y escribiendo ADNmt, se extrajo ADN de acaros
hembra por un método de Chelex descrito por Walsh et al. (1991), en un volumen

de 100 ml adaptado al tamafio pequefio de los acaros (ca. 1 mm longitud) (18).
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Para las amplificaciones de la secuenciacion de fragmentos de ADN mitocondrial
del PCR, se usa ADN total extraido por un cetiltrimetilamonio bromuro (CTAB), un

procedimiento adaptado para organismos pequefios (18).

Varroa jacobsoni fue descrita por primera vez como un 4caro ectoparasito natural
de la abeja melifera oriental (Apis cerana) en toda Asia (Oudemans, 1904a). Mas
tarde se cambid la sede de la abeja occidental (Apis mellifera) se ha convertido en
una plaga grave de las abejas en todo el mundo. Los estudios reportan genotipico,
fenotipico y variaciones reproductiva entre V. jacobsoni que infestan A. cerana a
en toda Asia, demuestran que V. jacobsoni es un complejo de al menos dos
especies diferentes. En una nueva clasificacion V. jacobsoni es aqui redefinido
abarcando nueve haplotipos (acaros con secuencias de genes del ADN
mitocondrial distinta CO-I) que infestan A. cerana en la region de Malasia e
Indonesia. Se incluye un haplotipo de Java, se utilizaron muestras de los cuales
para describir primero V. jacobsoni en el comienzo de este siglo. Un nuevo
nombre, V. destructor sp., se da a seis haplotipos que infestan A. cerana en Asia
continental. Las hembras adultas de V. destructor son significativamente mas
grande y menos de forma esférica que las hembras de V. jacobsoni y también son
reproductivamente aislado de las hembras de V. jacobsoni. Las posiciones
taxon6micas de las otras tres haplotipos Unicos que infestan A. cerana en las

Filipinas es incierto y requiere mas estudio.

Otros estudios reportan muestra que so6lo dos de los 18 haplotipos diferentes
dentro del complejo de &caros que infestan A. cerana se han convertido en plagas
de A. mellifera en todo el mundo. Ambos pertenecen a V. destructor, y no son V.
jacobsoni. EI mas comun es un haplotipo Coreano, llamada asi porque se
encontré parasitando A. cerana en Corea del Sur. Fue identificado en A. mellifera
en Europa, la Oriente Medio, Africa, Asia y las Américas. Menos comun es el
haplotipo Japo6n / Tailandia, llamado ya que también se encontré parasitando A.
cerana en Japon y Tailandia. Se identificé en A. mellifera en Japdn, Tailandia y

Ameérica.
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Para la determinacion del haplotipo Varroa destructor, hasta el momento, sélo dos
de los seis haplotipos de Varroa destructo han conseguido infestar y reproducirse
en Apis mellifera: el Coreano y Japonés/tailandés, siendo el haplotipo coreano el
mas prevalente y virulento. Un haplotipo en genética es una combinacion de alelos
de diferentes loci de un cromosoma que son trasmitidos juntos. Un haplotipo
puede ser un locus, varios loci, 0 un cromosoma entero dependiendo del nimero

de eventos de recombinacion que han ocurrido entre un conjunto dado (16)

El estudio de ADN mitocondrial (ADNmt) de este acaro ha permitido la descripcion
de dos haplotipos (Japonés y Coreano) que tienen diferente virulencia
(patogenicidad). En Espafia solo esta presente uno de los haplotipos, el coreano,

el cual es el mas virulento y de mas amplia distribucion mundial.

Situacién zoosanitaria de varroosis

En la apicultura mundial Varroa destructor, ha causado un impacto negativo, por lo
gue ha sido necesario realizar evaluaciones sobre su dispersion; en las décadas
60 y 80, se detectd en paises del Este de Europa, a raiz de importaciones de
abejas del Archipiélago Indonésico. El acaro procedente del sudeste asiatico, en
pocos afios se extendid de manera significativa en Grecia (1975), Alemania
(1977), Italia (1980), Francia (1982), Holanda (1983), Israel (1984) y Espafia
(1985), pero solo fue oficialmente aceptada por los organismos de control y
vigilancia en 1986, paises suramericanos en los 70’s (Argentina, Paraguay vy
Brasil), Estados Unidos (1987) , México (1992) y Nicaragua (1996) (25).

La infestacidbn en Suramérica, fue causada presuntamente por la donacién de
paquetes de abejas por parte de Japén a Paraguay en 1971, Chile, estuvo libre del
acaro, a causa de las condiciones geograficas que impedian su ingreso desde
Argentina, La Oficina Internacional de Epizootias, hasta 1991, habia clasificado al
pais austral, libre de ésta parasitosis, situacion que se hizo contraria en marzo de
1992 (25).
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En México, el ectoparasito, se habia expandido desde los afios 90 poniendo en
evidencia su efecto en el rendimiento y cosecha de miel. Actualmente, Argentina lo
ha considerado como un parasito hiperendémico. En Canada se ha evidenciado el
efecto devastador del acaro sobre el tamafio y fortaleza de mas de 400 colonias
evaluadas en distintos periodos estacionales. Efectos similares se han reportado
en Estados Unidos y en Europa. En Portugal se habia reportado que colonias
infestadas por varroa, eran responsables de la pérdida de la capacidad productiva

de miel con 45% de descenso en relacion a las colonias no infestadas (25).

En Colombia, la situacién no ha sido diferente, las primeras colmenas infestadas
fueron reportadas para el departamento de Cundinamarca. En 1994; en
Venezuela, fue registrado por primera vez en apiarios ubicados en el estado
Barinas en 1991. La reduccién, pérdida y muerte de colonias infestadas
independiente de la zona geogréafica en el mundo, ocurren en un periodo de 2 a 4
afos de iniciada la infestacién; esto obedece principalmente a la duracion de
estadio adulto de las abejas parasitadas, que viven en promedio la mitad del

tiempo en relacién a las no infestadas (17).

El ectoparasito se ha expandido, debido a las dificultades que presenta
erradicarlas, a la mala manipulacion de las abejas, a la rapida reproducciéon y
diseminacién 100 veces por afo. El desequilibrio a favor de varroa obedece en
principio a la falta de conocimiento de mecanismos que faciliten su persistencia y
condiciones sanitarias por parte de los apicultores en relacién al manejo de sus
colonias y a la ausencia de tratamientos adecuados para su control y que no

alteren el metabolismo de Apis mellifera (17).

Los factores que provocan que varroa se instale en las celdas, podria estar
influenciado por componentes quimicos de naturaleza hormonal propia de las
larvas, que inciden en la penetracion del acaro al interior de la celda. El acaro
puede desarrollarse y reproducirse sanamente a partir de la hemolinfa de las

abejas. La abeja, como hospedero final, presenta sintomatologias que van desde

Pagina |17



la pérdida de patas y alas, hasta paralisis cronica. El impacto de la varroosis en la
apicultura presenta dimensiones diversas en términos geogréficos, que se
presentan en funcién de la incidencia, mientras que en globalidad representan un

grave problema (17).

En Brasil, los hibridos de abejas africanas exhiben comportamientos
diferenciados, presentando cierta resistencia y tolerancia al 4caro. Se desconoce
sin embargo, la severidad del impacto causado por varroa sobre los haplotipos de
abejas de una zona determinada, aunque estudios que correlacionan los
genotipos, indican que estan en funcion de su fertilidad en diferentes entornos,
encontraron una tasa reproductiva de varroa algo menor en colonias de abejas

africanizadas respecto de las abejas europeas (25).

De acuerdo a la capacidad de los acaros para la reproduccién en Apis mellifera en
climas tropicales es independiente de la raza de abejas. Desde que Oudeman,
(1904) describiera el acaro, numerosos autores han venido ampliando la
informacion sobre la morfologia externa del parasito y su dindmica poblacional
alrededor del mundo reconoce cambios morfolégicos por selecciéon natural con el
fin de sobrevivir a efectos climatoldégicos y geograficos para satisfacer sus

necesidades (24).

En Colombia la poblacion apicola es predominantemente africanizada, con cerca
de 13 haplotipos de linaje africano A, que sugieren mas de un episodio de
hibridacién, introgresion y expansion del fenbmeno de africanizacién. Sobre
algunas de estas poblaciones se ha observado la presencia de varroa, pero no se
ha establecido la incidencia en funcién de su origen geografico. El objetivo de este
trabajo se ha centrado en la caracterizacion morfométrica, la incidencia y
distribucion del agente epizootiolégico de la varroosis en su fase forética, sobre
ecotipos de abejas establecidas en zonas biogeograficas colombianas,

determinando el impacto (17).
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Método de diagndstico PCR

Este método se basa en la introduccién de fragmentos de ADN, uno de los cuales
contendré el gen de interés, en vectores. Estos son moléculas de ADN (plasmidos
o ADN de bacteriéfagos) capaces tanto de transportar fragmentos ajenos a su
estructura original como de multiplicarlos dentro de bacterias. Si se conoce un
pequefio tramo de la secuencia de aminoacidos de una proteina cuyo gen se
desea "clonar" (multiplicar), se pueden disefiar métodos para identificar queé
bacterias llevan el vector que transporta dicho gen. Este reconocimiento también
se puede realizar si se dispone de un anticuerpo contra la proteina resultante del
gen que se desea clonar. En este caso se reconoce la bacteria portadora porque
fabrica la proteina codificada por el fragmento de interés, la cual se une

especificamente al anticuerpo (26).

La molécula de ADN es una estructura constituida por dos cadenas que codifican
la informacién genética de un organismo. Cada cadena es una secuencia de
nucledtidos. La lectura de esta secuencia de nucleétidos proporciona la
informacion genética propia del organismo. Con la técnica de la PCR (Polymerase
Chain Reaction: reaccién en cadena de la polimerasa) es posible obtener millones
de copias de un fragmento del ADN (por ejemplo, de un gen de interés). La
proteina que lleva a cabo el proceso de copia de las cadenas del ADN es la ADN

polimerasa (26).

En el primer ciclo de la PCR se consigue duplicar el fragmento de interés porque
cada cadena del ADN sirve de molde para la sintesis de otra cadena. Como en
cada ciclo aumenta el nimero de cadenas que sirven de molde para la ADN
polimerasa, en tan sélo 25 ciclos de copia la técnica de la PCR permite obtener
millones de copias de un fragmento que se encontrara presente como copia Unica

al comenzar el proceso (26).
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Los aspectos importantes para la PCR in situ incluyen la fijacion y la
permeabilizacion durante la preparacion de la muestra, un mecanismo para
ciclacion y el material celular en la soluciébn o en laminillas de cristal Antes de
llevar a cabo la PCR in situ, las células o las muestras del tejido fino son fijadas y
permeabilizadas para preservar la morfologia y permitir el acceso de los reactivos
de PCR a las secuencias intracelulares que se quieren amplificar. La amplificacion
de PCR de las secuencias blanco se realiza después en las células intactas en
tubos micro-Eppendorf o directamente en preparaciones citocentrifugadas o

secciones del tejido fino en laminillas de cristal (26).

Las células en la mezcla de reaccion de PCR son termocicladas en tubos
microEppendorf usando cicladores convencionales de bloque. Después de la PCR
las células son citocentrifugadas sobre las laminillas de cristal con la visualizacion
de los productos intracelulares de PCR por ISH o inmunohistoquimica. La PCR in
situ en las laminillas de cristal es realizada sobreponiendo las muestras con la
mezcla de PCR debajo de una tira que se sella con cera o aceite mineral para
prevenir la evaporacion de la mezcla de reaccion. Un ciclo térmico se completa
poniendo las laminillas de cristal sobre los bloques de calentamiento de un
termociclador convencional o disefiado especialmente o usando hornos que
completan un ciclo térmico. La deteccion de los productos de PCR intracelular se
realiza por dos técnicas diferentes: 1) Indirectamente por ISH con sondas
especificas para el producto de PCR (PCR in situ indirecto) 2) Sin ISH con la
deteccion directa de los nucledtidos etiquetados (digoxigenina-11- dUTP,
fluoresceina-dUTP, 3H-CTP o biotina-16-dUTP) que se han incorporado en los
productos de PCR (PCR in situ directa) (26)

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) amplificaciones para la
secuenciacion de fragmentos de ADN mitocondrial para v. destructor se usa ADN
total extraido por un cetiltrimetilamonio bromuro (CTAB) procedimiento adaptado

para organismos pequefios (Navajas et al., 1998) (18).
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VII. Disefio Metodoldgico

Tipo y area de estudio:

Se realiz6 un estudio de corte transversal vinculado a las actividades de la
vigilancia epidemiologica de la sanidad apicola en Nicaragua realizado por el
IPSA. Las muestras incluidas para obtener los resultados de este estudio se

tomaron a lo largo del afio 2015.

Poblacion de estudio:
En total existen 1202 apiarios a nivel nacional, de los cuales 42 estan destinados

para el monitoreo tipo centinela. (Fuente: Censo apicola 2012, IPSA).

Seleccién y toma de la muestra:

La seleccion de la muestra era no-probabilistica, realizando un muestreo por
conveniencia en apiarios centinela: apiarios identificados por estar en zonas
fronterizas y/o zonas donde hay mayor practica de apicultura en riesgo de entrada

y propagacion de una determinada enfermedad o plaga.

Se tomaron muestras de 2 colmenas por apiario, tomando en cuenta aquellas
colmenas que el apicultor considere tenga colonias bajas por causa de alguna
enfermedad para su debido diagnostico conservandolas en vasos plasticos con
alcohol al 90%. Por colmena seleccionada se recolectaron 200-250 abejas adultas

de 3 diferentes panales de la cAmara de cria, para su posterior analisis.

Unidad de analisis:

Para determinar el grado de infestacion de varroosis la unidad de andlisis fueron
las colmenas de los apiarios centinela y para la determinacion de los haplotipos de
Varroa destructor la unidad de analisis fueron 5 &caros hembras adultas por
muestra unidas en un pool determinado por la zona del muestreo.

Fuente de datos:

Se elabor6 una la base de datos a través de la informacion obtenida por las fichas

técnicas (ver anexo) durante la inspeccion en el muestreo, y ademas se incluyeron
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los resultados del diagnéstico obtenidos por el laboratorio de CENAPROVE

(diagnédstico de varroosis) y el laboratorio CEVEDI Medicina Veterinaria de la

UNAN — LEON (diagnostico de PCR para determinar los haplotipos de los acaros).

Tabla. 3 Operacionalizacién de las variables:

Nombre Definicion Medicidén Escala
_ Haplotipo
Haplotipos de Varroa destructor
. . N coreano(K)
Haplotipos | identificados en la colmena | PCR _
_ Haplotipo
estudiada. _ ]
japonés(J)
Determinacion _
| | 5 | . 0 — 5%= bajo
_ Nivel de infestacion de varroosis | del nivel de la _
Varroosis _ _ . 5 — 10%= medio
de la colmena estudiada infestacion en el
_ >10%-= alto
laboratorio
o Lugares de mayor | Distribucion
Apiarios y . - Departamento de
_ concentracion de apicultura y/o | geografica del |
centinela N ) ) Nicaragua
sitio fronterizo. pais
. Tiempo en que se realiza el . Mayo 2015 hasta
Periodo Meses del afio
muestreo. Mayo 2016.
Andlisis:
Prevalencia en abejas adultas:
Elementos necesarios:
o Todas las abejas de la muestra con alcohol.
o Sistema de colador doble con tamiz grueso para retencion de abejas y

tamiz de malla fina para retencion de varroa.

o Agua corriente
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Descripcion del Método:
1. Se toma la muestra de abejas nodrizas en alcohol y se agita por dos minutos. El
alcohol provoca el desprendimiento de los acaros, separandolos de las abejas.

2. Se vierte el contenido del frasco dentro de un filtro de malla doble; las abejas

quedan retenidas en el primer filtro, y los &caros en el segundo filtro.

3. Lavar la muestra debajo del grifo con abundante agua y remover durante

algunos minutos para quitar todos los acaros que puedan quedar entre las abejas.
4. Contar por separado los acaros y las abejas contenidos en la muestra.

5. Calcular la relacién porcentual entre el nimero de acaros y el niumero de

abejas. Utilizando para ello la siguiente formula:

Prevalencia en adultas (%) = _N °Acaros x100
N°Abejas

Determinacion de haplotipos de Varroa destructor

El haplotipo mitocondrial estd asignado a uno de los dos tipos de ADN
Mitocondrial de Varroa destructor; se determinard mediante la restricciéon Sac | de
la PCR, producto de un fragmento del gen. Un nuevo par de cebadores fue
disefiado por Navajas et al (2002) desde la completa secuencia del ADN

mitocondrial: (18)

Tabla. 4 Secuencias del ADN

Primer | Secuenciab' - 3' Amplificaciéon
co-i TACAAAGAGGGAAGAAGCAGCC 128/124bp
Co-i GCCCCTATTCTTAATACATAGTGAAAATG | 252/256bp
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Extraccion del ADN
1- Formar los pools de 5 especimenes (hembras adultas), basandose en las
caracteristicas morfomeétricas y la procedencia.

2- Cortar los parasitos en trozos pequefios con bisturi y colocarlos en un vial
de 2 ml.
3- Agregar 200 pl de agua libre de nucleasas y macerar con un mortero estéril

hasta obtener una textura pastosa, posteriormente agregar 200 pl mas de agua
libre de nucleasas.
4- De la mezcla anterior colocar 200 pl en un vial nuevo y seguir los

procedimientos descrito por el kit comercial de QiaGen.

Reaccion de PCR

1- Rotular los viales para PCR con la identificacion de cada muestra

2- Preparar la mezcla de reaccion sin agregar el DNA de las muestras a como
se muestraenlatabla5:

Tabla. 5 Reactivos del PCR

Reactivo Volumen (ul)
Quantimix 2X 25
Primer mtDNA F 2
Primer mtDNA R 2
Agua libre de nucleasa 16

3- Agregar 5 pl de DNA extraido previamente

4- Amplificar utilizando el siguiente protocolo: Calentamiento previo a 94 °C
por 4 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 1 min, 52 °C por 1.30 min, 72 °C por

1.30 min, y una extension de 72 °C por 7 min y finalmente 4 °C &.

Digestion con enzima Sacl
1- Agregar 0,4 pl de enzima Sac | al producto del PCR.
2- Incubar a 37 °C por una hora.

3- Correr la electroforesis en gel agarosa al 1.5% en 80 voltios por 30 minutos.
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4- Observar en la luz ultravioleta y tomar la foto del gel.

Interpretacion

Si se observan dos bandas correspondera a Varroa destructor haplotipo japonés

()

Si se observa una banda correspondera a Varroa destructor haplotipo coreano (K).

Materiales y reactivos

1- Kit de extraccion de DNA QiaGen.

2- Enzima de restriccion Sacl

3- Mastermix o quantimix 2X

4- Primer mtDNA F y Primer mtDNA R
5- Agua libre de nucleasas

6- Viales de 2 ml

7- Viales de PCR

8- Bisturi

9- Morteros de plastico

10-  Microcentrifuga

11- Termociclador

12- Lampara UV

13- Céamara fotogréafica
14-  Alcohol al 90%

15- Agua en abundancia
16- Tamiz grueso

17- Tamiz fino

18-  Vasos plasticos

19- Trajes apicolas (overol, velo blusa y guantes)
20- Espatula

21-  Ahumador
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VIII. Resultados

Se realizaron visitas técnicas de campo para la ejecucion del muestreo entre los
meses mayo de 2015 y mayo de 2016. Se incluyeron zonas biogeograficas de
intensa actividad apicola en los departamentos Rivas, Carazo, Granada, Masaya,
Managua, Leon, Chinandega, Matagalpa, Esteli, Madrid, Nueva Segovia, Boaco y

RACCS, comprendido las cuatro regiones de Nicaragua.

De los 42 apiarios centinelas visitadas, se recolectaron muestras de abejas
adultas de la camara de cria de 29 apiarios centinelas nivel nacional, debido a que
el resto de los apiarios centinelas en su momento del muestreo estaban en
trashumancia. Ademas, por la época de crisis se encontraron apiarios con pocas
colmenas y colmenares bajas en poblacion. Otra situacion fueron zonas con
abundante lluvia que no permitieron la toma de muestra. Un total de 78 muestras
fueron colectadas aplicando técnicas de muestreo aleatorio simple (MAS) y
analizadas en los laboratorios del Instituto de Proteccién y Sanidad Agropecuaria
(IPSA) y de la Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua (UNAN - Ledn). El
material bioldgico que se recolectd, fue de 250 a 300 abejas y se traslad6 en

vasos de plastico en alcohol al 90%.

En los 29 apiarios centinelas muestreados, se encontré Varroa destructor en el
93.67 % de las colonias muestreadas (Grafico.1).

Grafico.1 Colonias con presencia de Varroa destructor.

Colonias

H Colonias

Positivas Negativas
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De las colonias estudiadas, se clasificaron por su intensidad de infestacion a partir
de la relacion porcentual entre acaros presentes y abejas adultas. En el Grafico 2
se aprecia la diferencia porcentual de la Intensidad de Infestacion (ll), presentado

el mayor porcentaje (70%) de colonias con Il baja (20 y < 5%)

Gréfico. 2. Nivel de infestacion de varroa de apiarios centinelas del pais.

Porcentaje y grados de infestacion de
las colonias por Varroa destructor

W Grado de infestacién

20y <5% 20y <5% 20y <5%

Porcentajes de infestacion por departamento:

Como se puede observar en la tabla 6, existe variabilidad en los diferentes
resultados de las muestras tomadas en el periodo de mayo 2015 a mayo 2016
segun su porcentaje de infestacién por departamento. Es necesario recalcar que
entre valores porcentuales encontrados, se observan datos por encima de 10% lo
gue no indica infestaciones altas, que se describen tanto el valor mas alto como el
valor mas bajo, los departamentos que presentaron colmenas con mayor
porcentaje de infestacién de varroa Nueva Segovia con 11.30%, Le6n 18.60% y
Matagalpa 11.88%.
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Tabla.6 Porcentaje de infestacion de las colonias por Varroa destructor segln

Departamento.
b . ‘ Porcentaje de infestacion
epartamento

P Mayor % Menor %
Boaco 7.69% 0.00%
Carazo 3.40% 3.40%
Chinandega 3.81% 0.53%
Esteli 6.00% 2.08%
Granada 3.28% 3.28%
Ledn 18.60% 0.00%
Madriz 6.78% 0.00%
Managua 1.61% 0.37%
Masaya 2.58% 2.58%
Matagalpa 11.88% 2.30%
Nueva Segovia 11.30% 7.14%
RACCS 5.58% 1.79%

Resultados PCR
Del total los acaros encontrados en las muestras de abejas colectadas, se hicieron
24 pool, separados por diferentes region y grados de infestacion de las colmenas

con el acaro.

Del total los acaros encontrados en las muestras de abejas colectadas, se hicieron
24 pool, separados por diferentes region y grados de infestacion de las colmenas

con el acaro.

Al realizar el analisis de todos los acaros encontrados en las muestras de abejas
colectadas, se hicieron 24 pool, separados por municipios, departamentos y las
diferentes region del pais y grados de infestacion de las colmenas con el acaro de
5 Varroa cada uno. El haplotipo de varroa se determind mediante la restriccion de
Sac | de la PCR producto de un fragmento del gen de CO-l (Anderson & Fuchs
1998) Un nuevo par de cebadores fue disefiado desde la completa secuencia del
ADN mitocondrial (Navajas et al., 2002):
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Segun Navajas et al., (2002). Al realizar el PCR con los acaros encontrados en el
presente estudio, se observo, que los 24 pool se marcaron 252/256 bp, lo que
demuestra que el ectoparasito varroa que se encuentra en Nicaragua, es Varroa

destructor haplotipo Coreano.
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IX. Discusion

Niveles de infestacion:

En muestreos que se han realizado en diferentes zonas apicolas en afos
anteriores, se encontr6 que los departamentos de Rivas, Madriz y Jinotega
obtienen un porcentaje de infestacion mayor del 6.16% en afio 2013, en 2014
Nueva Segovia, Esteli y Masaya presentan un porcentaje arriba del 5.9%. En este
estudio se observo que Ledn, Nueva Segovia, Esteli, Madriz y Matagalpa obtienen
los porcentajes mas altos desde 6% debido a que muchos de los apicultores no
aplican ningun tipo de tratamiento ante esta parasitosis y muchos de los
apicultores del norte no realizan la trashumancia.ademas que los niveles de
precipitacion asociados a las zonas de vida, el clima frio favorece la proliferacion y

actividad de la varroa.

Los niveles de infestacion de forma general en promedio son bajos segun el
protocolo de técnicas laboratoriales de diagnéstico para enfermedades y plagas
apicolas realizado por el Organismo Internacional Regional de Sanidad
Agropecuaria (OIRSA). El porcentaje de la infestacion se considera de una
intensidad de infestacion baja por debajo del 5%, y en Nicaragua, se encontrd un
promedio 3.6% a nivel nacional en el afilo 2015-2016, y en algunas de los casos
habia existian valores por encima de 10 debido a la falta de las buenas practicas
apicolas en las que mas influye podemos mencionar tratamiento contra varroa,

panales negros, colonias bajas, alimentacion etc.

PCR:
La presente investigacion reporta por primera vez en Nicaragua, la caracterizacion

molecular del haplotipo de Varroa destructor en abejas Apis mellifera.

El estudio realizado en Espafia entre los afios 2006 y 2007, utilizando las técnicas
moleculares basadas en la reaccion de cadena de la polimerasa (PCR). Los
resultados obtenidos muestran una alta deteccion de Varroa destructor (haplotipo

Coreano).
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En este estudio se utilizo la variacion del haplotipo mitocondrial asignado al ADN
mitocondrial, mediante la restriccion de Sacl de la PCR producto de un fragmento
del gen de CO-l (Anderson & Fuchs 1998). Un nuevo par de cebadores fue
disefiado desde la completa secuencia del ADN mitocondrial (Navajas et al.,
2002): Obteniendo un 99.99% de las muestras se observan con un peso molecular

de 252/256 bp indicando haplotipo coreano.
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X. Conclusiones

El 93.67% de las colonias muestreadas de 29 apiarios centinelas resultaron
positivas a varroa destructor y solo el 6.33% fueron negativas.

Las colonias estudiadas se clasificaron por su intensidad de infestacion a partir de
la relacion porcentual entre 4caros presentes y abejas adultas con rango de 20 y <
5%, la intensidad es baja, >5 y < 10% es media y %, >10%. Resultando la baja

con un 70%, la media 20% y la alta 10%.

Los departamentos Ledn, Nueva Segovia, Esteli, Madriz y Matagalpa presentaron
porcentajes de infestaciones en la colonia mayor de 6%, existiendo variabilidad en
los diferentes resultados de las muestras tomadas en el periodo de mayo 2015 a
mayo 2016 segun su porcentaje de infestacion por departamento.

El perfil genético del acaro Varroa destructor infestando colonias de Apis mellifera
situada en la region del pacifico, norte, centro y caribe del pais, ha sido
determinado mediante analisis la restriccion Sac | de la PCR, producto de un
fragmento del gen. Un nuevo par de cebadores fue disefiado por Navajas et al
(2002). EIl haplotipo coreano de V. destructor se encontré presente en todas las
muestras analizadas, confirmando con este estudio la distribucion mundial del

haplotipo coreano.
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Xl. Recomendaciones

1. Continuar con este tipo de investigaciones, ampliando las areas de estudio
tomando en cuenta la aplicacion de tratamientos contra varroa en el momento del
muestreo.

2. Es necesario efectuar un muestreo y diagnostico anual de las abejas
adultas de cada apiario (10% de las colmenas). Lo ideal es realizarlo unos 3 a 4
meses antes de la floracion principal para contar con el tiempo necesario y de

acuerdo con los resultados del diagnostico, dar tratamiento adecuado a los

apiarios.

3. No introducir enjambre silvestre directamente a los apiarios
(cuarentenarlos).

4. Evitar el intercambio indiscriminado de panales entre colmenas.

5. No colocar las colmenas y apiarios en sitios donde prevalezca humedad, los

vientos o las altas temperaturas.

6. No trasladar colmenas a areas en las que se han diagnosticado brotes
recientes.
7. En general es recomendable establecer un programa de control sanitario,

con la mayor cantidad de apicultores para incentivarlos en las Buenas Practicas
Apicolas y asi poder tener colmenas sanas y con poblaciones a adecuadas a su

espacio.
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XIII. ANEXOS.

Cronograma de toma de muestra 2015-2016

2015

2016

Departamento

MAY

JUN | JUL | AGO |[SEP

OoCT

NOV

DIC

ENE

FEB

MAR

ABR

MAY

Boaco

Carazo

Chinandega

Chontales

Esteli

Granada

Jinotega

Ledn

Madriz

Managua

Masaya

Matagalpa

Nueva Segovia

RAAN

Rivas

Total
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Tabla: 7 Planificacion de la vigilancia pasiva IPSA.

Departamento Apiarios Apiarios # de muestras
presentes centinela

Boaco 185 6 12
Carazo 14 1 2
Chinandega 165 4 8
Chontales 37 1 2
Esteli 24 2 4
Granada 48 2 4
Jinotega 99 2 4
Leon 245 6 12
Madriz 68 6 12
Managua 68 2 4
Masaya 38 2 4
Matagalpa 151 4 8
Nueva Segovia 17 1 2
RAAN 12 0 0
Rivas 31 3 6
Total 1202 42 84
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INSPECCION OFICIAL SANITARIA DE APIARIOS

Nombre del Propietario:

Ubicacién del Apiario:

Departamento: Municipio:

Comarca: Coordenadas: Longitud: Latitud:

Fecha Inicio del Evento:

Fecha de Notificacion:

Fecha de Inspeccién Sanitaria: Otros:

Visitd el Establecimiento Si No. Cuadro Clinico Observado

Diagnostico Presuntivo:

Con el fin de minimizar los riesgos posibles de contaminacion y dispersion de
enfermedades, el Departamento de Vigilancia, Epidemiologia a través del Area
Apicola, sugiere llevar a cabo las siguientes actividades técnicas — sanitarias:

El Cumplimiento de las presentes recomendaciones es responsabilidad del

propietario del apiario.

Inspector Oficial Persona que atendio la Inspeccion
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CONTROL SANITARIO EN APIARIOS

Tipo de Caso: | pepyncia Viailancia Otros
Muestreo Inspeccion Sanitaria
Fecha: / / Objetivo de la Visita:

Datos del Apicultor

Nombre:

Direccidn:

Teléfono: Total de Apiarios:

Datos del Apiario

Departamento: Municipio:

Comarca: Finca:

No. De Colmenas: 3C 2C 1C Nucleos:
Otros

Total colmenas Rendimiento de colmena por ciclo: kg.

Estacionario

Tipo de Apiario: Trashumante

Coordenadas: Longitud: Latitud:

Condiciones Generales

Relacion Sol / Sombra Adecuada Exceso de Sol Exceso de Sombra
Maleza en el Apiario Controlada Abundante
Basura en el Apiario Controlada Abundante
Estado de las Cajas (fondos, tapaderas) Acentable Deterioradas
Estado de los Marcos | Acentables Deteriorados
Aceptables Oscuros Deteriorados Vieios
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Tabla. 8 Porcentajes de infestacion por Departamento y Municipio a nivel

Nacional.
- Comunidad o . % i
Departamento Municipio # abejas | # varroa .. Intensud:id
comarca Infestaciéon Infestacion
Boaco Boaco Boaco 177 1 0.56
Boaco Boaco Boaco 208 6 2.88
Boaco Boaco Boaco 300 2 0.67
Boaco Boaco Boaco 238 9 3.78
Boaco Boaco Boaco 138 7 5.07
Boaco Teustepe Teustepe 231 4 1.73
Boaco Teustepe Teustepe 188 0 0.00
Boaco Teustepe Teustepe 212 12 5.66
Boaco Teustepe Teustepe 213 6 2.82
Boaco santa lucia santa lucia 195 15 7.69
Boaco santa lucia santa lucia 160 12 7.50
Boaco santa lucia santa lucia 231 5 2.16
Carazo Santa Teresa chacocente 206 7 3.40
Chinandega Somotillo Somotillo 203 2 0.99
Chinandega Somotillo Somoaotillo 258 7 2.71
Chinandega Somotillo Somotillo 202 7 3.47
Chinandega Villanueva Villanueva 260 6 231
Chinandega Villanueva Villanueva 189 1 0.53
Chinandega Villanueva Villanueva 244 7 2.87
Chinandega Villanueva Villanueva 236 9 3.81
Esteli Esteli Esteli 336 7 2.08
Esteli Esteli Esteli 259 6 2.32
Esteli Esteli Esteli 200 12 6.00
Esteli Esteli Esteli 243 11 4.53
Granada Malacatoya Malacatoya 305 10 3.28
Ledn El Jicaral Zaesales 188 0 0.00
Ledn El Jicaral Zaesales 245 7 2.86
Ledn El Jicaral Zaesales 245 6 2.45
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Ledn El Jicaral Zaesales 144 9

Ledn El Sauce El Sauce 176 9

Ledn El Sauce El Sauce 258 2

Ledn El Sauce El Sauce 314 6

Ledn Lareinaga Lareinaga 285 42 14.74
Ledn Lareinaga Lareinaga 161 11 6.83
Ledn Lareinaga Lareinaga 215 40 18.60
Ledn Lareinaga Lareinaga 173 7 4.05
Ledn Lareinaga La reinaga 160 5 3.13
Ledn Lareinaga La reinaga 209 3 1.44
Ledn Malpaisillo Malpaisillo 156 0 0.00
Ledn Malpaisillo Malpaisillo 307 3 0.98
Madriz Somoto Somoto 149

Madriz Somoto Somoto 151 4

Madriz Somoto Somoto 222 0

San jua Rio San jua Rio

Madriz coco Coco 339 23

Managua Mateare Mateare 239 3

Managua Mateare Mateare 283 2

Managua Mateare Mateare 238 2

Managua Mateare Mateare 224 5

Managua Mateare Mateare 231 1

Managua Mateare Mateare 312 8

Managua Mateare Mateare 203 0

Managua Mateare Mateare 225 20

Managua Tiuantepe Tiuantepe 207 3 1.45
Managua Ticuantepe Ticuantepe 267 1 0.37

Managua | Managua | Managua

Managua San Fco Libre San Fco Libre 327 5
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| Managua ‘ San Fco Libre ‘ San Fco Libre | 249 | 4 ‘ 1.61

0.76

|
|

Matagalpa Muy Muy Muy Muy 197 6

Managua San Fco Libre San Fco Libre 264 2

3.05
Matagalpa Muy Muy Muy Muy 218 11 5.05

Matagalpa Muy Muy Muy Muy 217 5

|
|

Matagalpa Matiguas Matiguas 286 14
Matagalpa Matiguas Matiguas 368 41

2.30

Matagalpa Matiguas Matiguas 259 25

Nueva Segovia | Jalapa Jalapa 308 22 7.14

Nueva Segovia | Jalapa Jalapa 307 22 7.17
Nueva Segovia | Jalapa Jalapa 230 26 11.30

Nueva Segovia | Jalapa Jalapa 382 31 8.12

|
|

RAACS Nueva Guinea | Nueva guinea 12
RAACS Nueva Guinea | Nueva guinea 10
Moyogalpa | Moyogalpa

Rivas Altagracia Altagracia 207 6

Rivas san juan del sur | san juan del sur 220 4

Rivas Altagracia Altagracia 11

Rivas san juan del sur | san juan del sur 286 5
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Tabla. 9 Intensidad de Infestacién por Departamentos

Departamento Baja (%) Media (%) Alta (%)
Boaco 66 33

Carazo 100

Chinandega 100

Esteli 75 25

Granada 100

Ledn 87.5 12.5

Madriz 50 50

Managua 93 7

Masaya 100

Matagalpa 57 14 29
Nueva Segovia 75 25
RACCS 66 33

Rivas 80 20

Fotos del estudio
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