Programa Nacional de Medidas de Ayuda a la Apicultura (Proyecto API06-010)
(Orden PRE/4097/2005)

Titulo del proyecto: Control bioldgico de Varroa destructor para reducir los riesgos de residuos
inherentes a los tratamientos contra este acaro: Seleccidon de poblaciones de Apis mellifera
iberiensis tolerantes al parasito y caracterizacion genética de dicho proceso.

Objetivos del proyecto.

- Reduccidn de los residuos inherentes a los tratamientos frente al acaro varroa, utilizando la
seleccién genética de abejas tolerantes al parasito.

- Estudio de diferentes caracteristicas bioldgicas que inducen la tolerancia de las abejas
meliferas Apis mellifera iberiensis a Varroa destructor.

- Seleccion de lineas de abejas con una mayor tolerancia natural al acaro Varroa destructor.
- Mantenimiento e incremento de las poblaciones de abejas seleccionadas por su tolerancia a
Varroa.

- Caracterizacion molecular de las poblaciones del acaro Varroa destructory de abejas
domésticas Apis mellifera iberiensis involucradas en el proceso de seleccion de poblaciones de
abejas ibéricas tolerantes a la varroosis

- Busqueda de genes con expresion diferencial relacionados con las tareas realizadas por las
abejas (desoperculacion y limpieza de celdilla) en relacion con la tolerancia a enfermedades.
- Puesta en marcha de un sistema de control remoto de vigilancia de las colmenas.

Memoria cientifico-técnica.

(1) Universidad de Cérdoba (UCO).

Durante varios afios hemos estudiado las relaciones entre varroa y nuestras abejas, sondando
diferentes caracteres como, por ejemplo, la infertilidad de varroa, la capacidad de eliminar los
acaros en la fase forética sobre las abejas adultas o "grooming", el comportamiento higiénico o
limpieza de las celdillas con cria de abejas parasitadas por el acaro en su fase reproductiva, etc.
Todos ellos son a priori Utiles para plantear una lucha eficaz alternativa a los tratamientos
quimicos de sintesis, que tantos problemas estaban acarreando.

Los resultados previos que avalan el presente proyecto han de ser encuadrados en dos
apartados. Uno esta relacionado con el estudio de los diferentes caracteres que inducen la
tolerancia de las abejas meliferas al parasito Varroa destructor. El segundo apartado se refiere
a la existencia de poblaciones de estas abejas capaces de moderar el crecimiento demografico
de los parasitos en las colmenas.

Las abejas del género Apis que se encuentran en Asia muestran un equilibrio con los parasitos
del género Varroa, posiblemente porque se trata de una interaccion antigua. Dicho equilibrio
permite el desarrollo normal de la colmena, ya que los niveles de infestacion por el parasito son
bajos. Si se analizan los caracteres genéticos que permiten este equilibrio y los que se
manifiestan en las colmenas de Apis mellifera europeas que muestran una mayor tolerancia a
estos parasitos, se encuentra que dichos caracteres son muy similares. Tales caracteres
también estan presentes en las abejas ibéricas.

Actualmente, la falta de éxito reproductivo de varroa es considerada uno de los caracteres mas
interesantes en la seleccién de abejas tolerantes al parasito. Los ejemplos mas ilustrativos son
las lineas SMR y ARS Russian Bees. En nuestro caso, hemos podido comprobar que hay colonias
de abejas ibéricas en las que el éxito reproductivo de varroa es realmente bajo y que estos
resultados no son efimeros sino que se mantienen en el tiempo. En ensayos preliminares
realizados en otofio e invierno de 2005, sobre un reducido nimero de colonias, encontramos
que la falta de éxito reproductivo de varroa puede ser el origen del menor grado de
parasitacion registrado en algunas colonias.

Otro factor que reduce la infestacion de varroa es el comportamiento higiénico. En
investigaciones previas pudimos comprobar que algunas de las colonias presentaban un
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comportamiento higiénico notable frente a celdillas artificialmente parasitadas por varroa. Este
comportamiento no presentaba diferencias entre colonias cuando se registraba sobre cria de
abejas sacrificada. En estos mismos trabajos se apuntaba la posibilidad de que los caracteres
de bajo éxito reproductivo del parasito y el alto comportamiento higiénico frente a cria
parasitada puedan estar relacionados.

De los experimentos previos hemos concluido que para seleccionar el comportamiento higiénico
a fin de aumentar la tolerancia a varroa, es preferible que se valore sobre cria artificialmente
infestada, técnica en la que nuestro equipo presenta experiencia suficiente.

La desparasitacion entre abejas adultas (grooming) es un caracter que no ha sido considerado
como interesante para la seleccion de abejas tolerantes al parasito, aunque hay autores que
sugieren su importancia en esta cuestion. Esta desparasitacion se expresa en mayor o menor
grado en nuestras abejas y deberia ser objeto igualmente de analisis.

El segundo apartado se refiere a nuestros trabajos mas recientes, destinados a conseguir un
nlcleo de colonias preseleccionadas por presentar menor grado de parasitacion, asi como a las
técnicas de mantenimiento y multiplicacion de estas poblaciones de abejas. Los resultados
provisionales (presentados en el 8° Congreso Iberoamericano de Apicultura) indican que la
parasitacion se mantuvo baja en las colonias descendientes de las seleccionadas con este
objetivo.

En conjunto, los resultados confirman la disponibilidad de abejas tolerantes a varroa. Dicha
tolerancia esta basada en caracteres genéticos cuantificables, con los que se pretende trabajar
para que sirvan de base de las medidas para programar y transferir a los apicultores abejas
tolerantes a varroa.

Los estudios precedentes han sido posibles gracias a la financiacion recibida de los siguientes
proyectos: - "Eurobee: Research on varroa resistant traits in European honey bee races" (Union
Europea. N° AIR-CT-94. 1064. 1995-1998),

- "Estudio de la conducta de limpieza de la abeja de la miel y su relacién con la resistencia
natural a enfermedades" (FEDER. 1FD97-1061. 1999-2001).

- "Investigacién y desarrollo de nuevos métodos de control no quimioterapicos contra varroasis
y otras enfermedades apicolas aplicables a colmenares comerciales" (INIA. N° API 98-003.
1999-2002).

Algunos de los resultados de estas investigaciones se han incluido en dos libros publicados por
nuestro grupo: "ENFERMEDADES DE LAS ABEJAS. GUIA PARA EL DIAGNOSTICO EN EL
COLMENAR" (1.S.B.N.: 84-607-2122-12-85352-202-4) y "ENFERMEDADES DE LAS ABEJAS.
PREVENCION, DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO" (I.S.B.N.: 84-607-3323-8). También han sido
publicado capitulos en los libros "ASIAN APICULTURE" (1.S.B.N.: 1-878075-03-9) e
"INVESTIGACION" (I.S.B.N.: 84-95609-09-6). Fruto de las investigaciones financiadas con estos
proyectos también hemos publicado articulos cientificos y divulgativos, en revistas
internacionales y nacionales.

(2) Universidad de Murcia (UM).

Esta parte del proyecto incluye dos lineas de trabajo bien diferenciadas, una la llevada a cabo
por el grupo de Murcia y otra la de la Universidad Europea de Madrid. La primera linea se
refiere a la caracterizacién molecular de las poblaciones de abejas ibéricas que se estudian en la
Universidad de Cdrdoba, asi como la busqueda de marcadores moleculares asociados a los
procesos de seleccion. La segunda linea consiste en la evaluacion y puesta a punto de un
prototipo de recogida computerizada de datos de la colmena, desarrollado por los
investigadores de la Universidad Europea. Con dicho prototipo se pretende mejorar el
conocimiento de la biologia de la abeja y facilitar la practica de la apicultura. El prototipo es un
sensor que recoge el sonido producido por el enjambre en su colmena, por medio de un



pequefio microcontrolador. Las sefiales recibidas son enviadas a una unidad central que procesa
los datos y permite monitorizar el colmenar a distancia.

Actualmente disponemos de resultados sobre las caracteristicas moleculares (haplotipo
mitocondrial y/o microsatélites) de mas de 2000 colmenas peninsulares. El haplotipo
mitocondrial se obtiene mediante analisis de restriccion y secuenciacion y permite distinguir la
inclusion de la colmena en el linaje africano o europeo occidental, asi como distinguir variantes
dentro de cada linaje. Es una caracteristica que se hereda por via materna y arroja informacion
sobre la historia y la geografia de la colmena muy fiable. Por su parte, los microsatélites se han
convertido en la herramienta de rutina para investigar la genética de poblaciones de todo tipo
de organismos. Su empleo ha permitido caracterizar la estructura genética de numerosas
poblaciones meliferas de la Peninsula Ibérica, Baleares y Canarias, particularmente de la
vertiente mediterranea. Ambos marcadores se han estudiado dentro de los siguientes proyectos
y contratos de investigacion:

- "Caracterizacion molecular de la abeja canaria". Asociacién de Apicultores de La Palma y la
Consejeria de Agricultura del Gobierno Autonémico Canario. 1995-1996.

- "Caracterizacion molecular de la abeja murciana". Consejeria de Agricultura, Ganaderia y
Pesca de la Comunidad Autonoma de Murcia. 1996.

- "Caracterizacion molecular de la abeja murciana: proteccion y mejora de las poblaciones
locales" PB/35/FS/99. Fundacion Séneca. 2000-2003.

- "Beekeeping and Apis biodiversity in Europe" EVK2-2000-00628. V Programa MARCO, Unién
Europea. 2000-2003

- "Uso de marcadores moleculares para el analisis de la diversidad genética de poblaciones
peninsulares e insulares de Apis mellifera ibericd" RZ00-013. I.N.I.A. 2000-2003

- "Introgresién y flujo génico en la abeja (Apis mellifera iberica) derivados de la trashumancia y
la importacién de reinas. Andlisis molecular (microsatélites y haplotipo mitocondrial) y
morfométrico" BOS2003-09765, Ministerio de Educacion y Ciencia 2003-2006.

- Ademas uno de los miembros del equipo formado para este proyecto trabajo en un proyecto
europeo INCO-COPERNICUS del Cuarto Programa Marco titulado "Mapeo de genes de
resistencia con loci de caracteres cuantitativos en abejas", enfocandose la investigacion en los
mecanismos de resistencia a la varroosis.

La difusion de los resultados de dichos proyectos ha sido realizada en revistas y congresos
especializados en la tematica (ecologia molecular y apicultura) tanto al nivel nacional como
internacional.

En cuanto al control remoto de las colmenas el profesor Atauri ya ha desarrollado un primer
prototipo basado en las experiencias pioneras desarrolladas por Eddie Woods, quien disefid y
fabrico en los afios cuarenta un aparato eléctrico (Apidictor) que amplificaba y aislaba las
frecuencias comprendidas entre 225 Hz y 285 Hz, emitidas por un enjambre. Este aparato le
permitia predecir con varias semanas de antelacion el momento de la enjambrazon. A partir de
los trabajos de Eddie Woods, el Dr. Atauri ha elaborado una hipdtesis de partida: "si las abejas
de diferentes edades baten las alas a frecuencias diferentes por estar completamente formadas
o no y las actividades que realizan las abejas se dividen en funcion de su edad, entonces sera
posible analizando el espectro de frecuencias conocer la demografia y las actividades del
enjambre."

A partir de 2004 ha desarrollado un primer software operativo y posteriormente un software
para PC, con el que se recogieron y analizaron muestras en el colmenar durante el invierno de
ese ano y en la primavera de 2005. Las conclusiones preliminares indican (1) que el espectro de
frecuencias es estacionario; que las frecuencias mas bajas (hasta 125 Hz aproximadamente)
aumentan cuando se reanuda la puesta (primavera y otofio); (3) que la infeccion de varroa
altera fuertemente el sonido. Otros eventos probablemente detectables son las diferencias
entre colmenas en una visita y la evolucion de una colmena entre diferentes visitas.



Se trata ahora de validar y perfeccionar su funcionamiento ubicandolo en las colmenas objeto
de seleccion en Cdrdoba, y también realizar replicas en las colmenas que tiene el grupo de
Murcia, asi como otras que hay en Madrid. De esta manera, se puede contrastar la utilidad del
sistema de control remoto con vistas a ser patentado y difundido entre los apicultores,
mediante la comparacién continuada de los registros computerizados con los datos del control
tradicional que llevan a cabo los investigadores de los tres emplazamientos ya citados (Cordoba,
Madrid y Murcia). Esto permitira lograr el perfeccionamiento deseado del sistema al usar tres
réplicas del mismo, que trabajan bajo condiciones ambientales y bioldgicas diferentes.

Justificacién del proyecto.

Mas alla del interés econdmico y ecoldgico que puedan tener la abeja de la miel Apis melliferay
la apicultura, debido a sus servicios en la polinizacion de cultivos y especies silvestres
entomdfilas, es la miel el producto que mas difusion tiene entre los consumidores. La miel es
considerada de forma tradicional como un alimento sano y natural, y como tal, no puede
defraudar las expectativas que suscita.

Actualmente, una de las amenazas mas graves para la calidad de la miel se encuentra
intimamente ligada al uso de farmacos para el control del acaro Varroa destructor.

En los Ultimos afios han sido multiples las citas relacionadas con la aparicion en la miel de
residuos de los tratamientos usados para el control de estas enfermedades, algo que puede
convertirse en una amenaza para la salubridad del producto. A ello hemos de sumar la
aparicién de resistencias por parte de los agentes causantes, como es el caso de varroa al
fluvalinato.

Consequir abejas tolerantes al parasitos varroa o a otras enfermedades representa los objetivos
persequidos por diferentes grupos de investigacion repartidos por todo el mundo, entre los que
también nos podemos incluir nosotros.

Como consecuencia la seleccion de abejas tolerantes al parasito nos permitira reducir el uso de
tratamientos quimicos de sintesis y, consecuentemente, el riesgo de residuos en los productos
de las colmenas.

Subproyecto 1. UCO.

El género Varroa incluye al menos a cuatro especies de acaros que parasitan a la abeja asiatica
Apis cerana. Varroa destructor aparece en la abeja de la miel occidental A. mellifera cuando
ambas especies de abejas se ponen en contacto, debido al empleo de esta Ultima en el area
natural de la primera. El acaro parasito es inicialmente confundido con V. jacobsoni, pero
posteriormente se revelaria como una especie diferente que es nombrada como V. destructor.

Desde que a mediados de los afios 80 se citara por primera vez en territorio espanol, el acaro
varroa se ha convertido en el principal problema sanitario de nuestra apicultura. Ha habido
grandes mortandades de colonias, los tratamientos con acaricidas eficaces se han revelado
como costosos, han proliferado los tratamientos artesanales de eficacia dudosa, han aparecido
lineas resistentes del parasito a los acaricidas permitidos, con la consiguiente pérdida de
eficacia de los tratamientos, han aparecido residuos en las colmenas, etc.

Los tratamientos quimicos de sintesis han permitido salvar a las abejas y a la apicultura de un
desastre sin precedentes, pero también han mostrado diversos inconvenientes. Ante esta
situacion, la busqueda de formas de lucha alternativas a estos tratamientos se ha convertido en
una realidad, inicialmente apoyada en tratamientos organicos para las colmenas, y mas
recientemente en la seleccién de abejas tolerantes al parasito varroa. Ello ha permitido obtener
varias lineas de abejas seleccionadas con este fin. Hay que resaltar que todas ellas pertenecen
a razas diferentes a la oriunda de la Peninsula Ibérica, es decir, Apis mellifera iberiensis.



Considerando la situacion descrita, nuestra apicultura se enfrenta a varios retos que podemos
resumir de la forma siguiente:

- Mejorar el control de la parasitosis en los colmenares.

- Eliminar los residuos en los productos de las colmenas

- Soslayar la resistencia de varroa a los acaricidas autorizados.

- Reducir el incremento de costes en las explotaciones avicolas.

- Evitar el recurso de la importacién de abejas foraneas seleccionadas, pero cuya eficacia no
esta probada en los ecosistemas ibéricos.

De aqui la conveniencia de obtener lineas con mayor resistencia natural al parasito, al tiempo
que se caracterizan los genes relacionados con la tolerancia de abejas ibéricas a Varroa
destructor. Por ello, este proyecto se propone desarrollar soluciones en diferentes aspectos:

- La diseminacion de abejas mas tolerantes al parasito varroa, que permitiria distanciar el
periodo entre los tratamientos y usar aquellos que sean menos agresivos.

- La reduccién de efectos no deseados en los tratamientos quimicos de sintesis (residuos en los
productos de las colmenas y aparicidn de resistencias por parte del parasito).

- Una mejora de la economia de nuestros apicultores, ya que tendrian menor pérdida de
colonias, menor gasto en tratamientos y cuidados del colmenar y una mayor calidad de los
productos.

- Incrementar el interés de los apicultores por mejorar las abejas locales, siendo ésta una
garantia para conservar las abejas mejor adaptadas a nuestros ecosistemas.

Subproyecto 2. UM.

Este subproyecto pretende caracterizar la base genética del proceso de seleccion y mejora que
se busca en el subproyecto 1. Partiendo del estudio de los marcadores basicos, haplotipo
mitocondrial y microsatélites, se pretende en primer lugar caracterizar las poblaciones de abejas
que estan siendo sometidas a procesos de seleccion por presentar tolerancia a la varroosis.
Marcadores moleculares como el ADN mitocondrial pueden ser usados para cuantificar la
biodiversidad de dichas poblaciones e incluirlas en un linaje evolutivo determinado. Por otro
lado los microsatélites son marcadores en principio selectivamente neutros, que nos dan una
estimacion de la diversidad genética de las poblaciones seleccionas y de cdmo cambia ésta
durante el proceso de seleccion. Poblaciones pequenas como la que se esta seleccionando,
pueden sufrir como consecuencia del entrecruzamiento de los individuos y de las fecundaciones
dirigidas una disminucion de su diversidad genética y la acumulacion de alelos deletéreos.

Utilizando los mismos tipos de marcadores moleculares se realizara también una caracterizacion
de las poblaciones del acaro Varroa destructor. El ADN mitocondrial de este insecto ha sido
secuenciado completamente y se han detectado dos haplotipos diferentes con diferentes
habilidades reproductoras: Japanese (J) presente en Japon, Tailandia y América, y Korean (K)
distribuido casi por todo el mundo incluyendo gran parte de Asia. La virulencia de ambos
haplotipos no es igual, siendo mas virulento el K que el J, de ahi la importancia de determinar el
haplotipo correspondiente a las poblaciones que se estan estudiando. Por otro lado se han
disefiado cebadores para amplificar al menos 13 loci de microsatélites con alelos diagndsticos
para cada tipo de varroa y diferente variabilidad entre los tipos. Su estudio a lo largo del
proceso de seleccion nos dara idea de como cambia la variabilidad genética de las poblaciones
de varrroa.

Por Ultimo se pretende iniciar la busqueda de genes con expresion diferencial que estén
asociados a tolerancia a la varroosis de las lineas que han sido objeto de seleccion. Actualmente
se disponen de técnicas como la creacion de librerias sustractivas de ADNc vy las técnicas de
deteccion de expresion diferencial que pueden ser usadas para revisar el genoma de los
insectos sociales como las abejas en busqueda de genes involucrados en diferentes
comportamientos cuantificables. Para ello hay que buscar y caracterizar genes de Apis mellifera
iberiensis implicados en el comportamiento de tolerancia a varroa, en este caso el
comportamiento higiénico. Dicho comportamiento es realizado por abejas obreras jévenes en
dos tareas: desoperculacion (eliminacion de la tapa de cera con la que se tapan las celdas de la



cria) de las celdas y limpieza del contenido de las mismas. Para buscar los genes implicados en
el desarrollo de estas tareas se ha de obtener ARNm de obreras de las lineas seleccionadas por
tener una expresion preferencial de alguna de las tareas y compararlo con otras lineas de
control que no presentan dicho caracter. Los genes que presenten una expresion diferencial se
clonan y se cotejan con las bases de datos ya disponibles: la de los EST de una libreria de ADNc
del cerebro de la abeja (www.life.uiuc.edu/robinson) y la del genoma completo de la abeja Apis
mellifera (www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/honeybee).

Tras esta caracterizacién viene la interpretacion fisioldgica y comparada del papel de dichos
genes en los caracteres fenotipicos de interés.

En cuanto al perfeccionamiento experimental del equipo de monitorizacion computerizada de
las colmenas, es patente que la disponibilidad de un sistema capaz de informar a distancia de
parametros vitales de la vida de la colmena, reducir los niveles de estrés del manejo, conferir
proteccion contra robos y generar datos acumulables e interpretables de forma automatica,
configura un conjunto notabilisimo de beneficios, tanto para el apicultor en sus tareas
cotidianas, como para la investigacion y la experimentacion. En este sentido, no parece
necesario abundar en la adecuacion de esta linea de trabajo a los fines de la convocatoria, pues
igual puede informar del problema del despoblamiento que de la marcha de unos tratamientos
o de los niveles de infestacion de las colmenas, favoreciendo la toma de las medidas oportunas.

Esta linea de trabajo mereceria por si misma ser objeto de un proyecto independiente, pero
dado que ya esta en un avanzado estado de desarrollo y que lo necesario ahora es
perfeccionarlo en colmenares experimentales sujetos a un control cientifico, su inclusion en este
subproyecto se justifica por la necesidad de contar con una financiacion modesta pero eficaz
para completar su puesta a punto.
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