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ABSTRACT

Varroosis and nosemosis are diseases that affect honey bees (Apis mellifera) and there-
fore have a great impact on beekeeping worldwide. These parasites can be dispersed
by drones and, in the case of Varroa destructor (etiological agent of varroosis), its
presence has been reported in areas of natural fertilization of A. mellifera, known
as Drone Congregation Areas (DCA). Previously, several DCAs were identified in
Argentina and progress was made in their topographic and genetic characterization,
and sanitary studies were also initiated. In this study, three DCA and one apiary
located in the province of Tucuman were monitored for four years, and the presence
of V destructor and Nosema sp. was evaluated. The results indicated the presence of I
destructor in the drone samples of the DCA throughout the study. Although a trend
of decreasing parasitization over time was observed, no statistically significant dif-
ferences were found between years or among the considered DCAs. The presence
of Nosema sp. was detected for the first time in the DCA, with samples exhibiting
high spore load. The results support the role of drones in the dynamics and disper-
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sal of diseases and allow us to conclude that the analysis of DCAs represents a key
tool for monitoring the health of bee populations, complementary to the analyses
carried out in apiaries.

Keywords — Varroosis, nosemosis, monitoring, bee health, Argentina.

RESUMEN

La varroosis y la nosemosis son enfermedades que afectan a las abejas meliferas (Apis
mellifera) y por lo tanto tienen un gran impacto en la apicultura a nivel mundial. Es-
tos parasitos pueden ser dispersados por los zanganos y, en el caso de Varroa destructor
se ha reportado su presencia en areas de fecundacion natural de A. mellifera, conoci-
das como Areas de Congregacion de Zanganos (ACZ). Previamente, se identificaron
varias ACZ en Argentina y se avanzé en su caracterizacion topografica y genética. En
este trabajo se monitorearon a lo largo de 4 afnos tres ACZ y un apiario establecido
en la provincia de Tucuman, y se evalud la presencia de I/ destructor y Nosema sp.
Los resultados indicaron la presencia de V] destructor en los zanganos recolectados en
las ACZ en todos los afnos. Si bien se observo una tendencia a la disminucién de la
parasitacion con el tiempo, no se encontraron diferencias significativas entre los afios
ni entre las ACZ consideradas. Se detectd por primera vez la presencia de esporas
de Nosema sp. en las ACZ. Los resultados obtenidos apoyan el rol de los zinganos
en la dinamica y dispersion de enfermedades y permiten concluir que el analisis de
las ACZ representa una herramienta clave de monitoreo sanitario de las poblaciones
de abejas, complementaria a los andlisis realizados en apiarios.

Palabras clave — Varroosis, nosemosis, monitoreo, sanidad apicola, Argentina.

Varroosis is the disease with the biggest impact for beekeeping worldwide, since it
is associate with the massive loss of A. mellifera colonies registered in the last years
(Dynes, Berry, Delaplane, Brosi, de Roode, 2019). The mite Varroa destructor, agent
of varroosis, feeds on the fat bodies of larvae and adult bees (Ramsey et al., 2019),
negatively impacting their nutritional and immunologic status and acting as a me-
chanical and biological vector for many viruses that compromise the colony survival
(Le Conte, Ellis, Ritter, 2010; Traynor et al., 2020). Nosemosis is another bee dis-
ease; cause by Nosema sp., a microsporidium that parasites the ventricular epithelial
cells of worker bees. This disease is transmitted through the ingestion of spores by
trophallaxis, grooming or contact with infected bees (Bailey, 1955). Both parasites
can be dispersed by drones, since they can get inside any colony, both managed and
wild (Neumann, Moritz, Mautz, 2000; Paar, Oldroyd, Huettinger, Kastberger, 2002;
Traver and Fell, 2011). Also, drones tend to interact with each other in the Drone
Congregation Areas (DCA), where they meet with virgin queens from up to 200 bee
colonies during the matting season (Zmarlicki and Morse, 1963; Ruttner, 1966).
Recently, the presence of I/ destructor in DCA drones was reported for the United
States (Mortensen, Jack, Ellis, 2018) and Argentina (Galindo-Cardona et al., 2020).
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The DCA are located in open spaces, delimited by spatial cues such as con-
trasting vegetation borders (Ruttner and Ruttner, 1972). They are also characterized
by their persistence through time both in the northern and southern hemisphere
(Zmarlicki and Morse, 1963; Strang, 1970; Litvinoff et al., 2023). In Argentina, the
identification and the topographical and genetic characterization of many DCA were
carried out (Galindo-Cardona, Quiroga, Ayup, 2017; Galindo-Cardona et al., 2020).
As a part of a sanitarian characterization of these areas, our objective was to evaluate
the temporal persistence of V. destructor and the presence of Nosema sp. in three DCA
and one apiary, located in the Yungas Pedemonte of Tucuman, Argentina.

In order to determine the level of I destructor infestation, samples were taken
from a reference apiary and three DCAs (26°47°28.6”S; 65°19°33.9”W; Fig. 1) for
four years, since 2018 to 2023. From the apiary, 30% of the hives, those that showed
appropriate population strength (category 1 or 2 REDLAC) were sampled. Approxi-
mately 200-300 workers of each colony were collected following the alcohol washing
method (Fries, Aarhus, Hansen, Korpela, 1991). For sampling of the DCAs, a quad-
copter equipped with a synthetic pheromone as an attractant was used. The quad-
copter was elevated and descended many times until 300 drone were captured, using
an entomology net. The phoretic infestation was calculated as the number of mites
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Fig. 1. Study area. Argentina-Tucuman-Yerba Buena. Image on the left the map of Argentina. On
the right, the site that contains the three Drone Congregation Areas (DCA 1 School, DCA 2 Module,
DCA 3 Rio Muerto), marked with yellow tags and the experimental Apiary in orange. Located in the
year 2018-19 in the spring reproductive season.

Fig. 1. Area de estudio. Argentina-Tucuman-Yerba Buena. Imagen de la izquierda el mapa de Argen-
tina. A la derecha, el sitio que contiene las tres Areas de Congregacién de Zanganos (Escuela DCA
1, Mddulo DCA 2, DCA 3 Rio Muerto), marcados con etiquetas amarillas y el Apiario experimental
en naranja. Ubicada en el afo 2018-19 en la temporada reproductiva de primavera.
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divided by the total number of bees sampled (either workers or drones), following
the methodology of De Jong, Morse, Eickwort (1982) and Dietemann et al. (2013).
The monitoring was performed during the reproductive season (spring-summer) of
each surveyed year (2018-2023). The sampling time was established between 15:30 to
17:00 pm, where the highest drone activity was detected according to Galindo-Car-
dona et al. (2017) and Ayup et al. (2021).

To determine the presence of Nosema sp. in sampled drones, six individuals from
two DCAs were selected. To detect the infection, the protocol of the World Organi-
zation for Animal Health was used (World Organisation for Animal Health [OIE]
2018), using a hemocytometer or Neubauer chamber and an optical microscope to
determine the presence or absence of spores.

All statistical analyses were performed with the program R Studio R 4.3.0 2023.

V. destructor was found to be present in all of the DCAs during the sampling pe-
riod, with an apparent decreasing trend in infestation over time (F-statistic: 0.6947,
df: 3.27, p: 0.5633; Fig. 2). However, there were not significant differences in the
proportion of I destructor (phoretic Varroa, PV) between the years of the study (p:
0.5633) (Fig. 2). Regarding the comparison between the reference apiary and the
DCAs) not significant differences in PV were observed (F-statistic: 0.6666, df: 1.29,
p-value: 0.4209); however ¢ differences in this parameter between DCAs were detect-
ed (p: 0.00188). Regarding Nosema sp. detection, all analyzed samples were positive
for the parasite.

Varroosis trend over time
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Fig. 2. Percentage of infestation with Varroa destructor (phoretic varroa) in the DCAs analyzed
during the four years of sampling.

Fig. 2. Porcentaje de infestacién por Varroa destructor (varroa forética) en las ACZ analizadas durante
los cuatro afos de muestreo.
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Present results could be explained by the DCAs being visited by drones from
migrating apiaries. In Tucuman, apiaries migration is very significant during the
spring months, most of them arriving from the center and south of the country to
take advantage of the flowering. Even though this practice is fairly common increase
the possibility of transmission of parasites and pathogen between colonies from
distant regions (Martinez-Loépez, Ruiz, De la Raa, 2022). In addition, the apparent
temporal variation in the parasitic loads of the DCAs could be due to modifications
in the landscape (Galindo-Cardona et al., 2020). We have observed in one of the
DCAs, a reduction of the PV value to zero, which coincides with a significant mod-
ification of the landscape in that area as a consequence of the land-use change in the
Pedemonte jungle (Galindo-Cardona, personal observation). Such landscape alter-
ations could disorient the drones and decrease its arrival and staying at the DCAs.

Our findings demonstrate for the first time the presence of Nosema sp. in drones
for and support the key role of drones in the dynamics and dispersion of diseases.
In this sense, the analysis of the DCAs represents key tools for health monitoring
of honey bee populations. Future analyses, including more samples from each an-
alyzed DCA and from other DCAs in the area, will allow us to continue exploring
the dynamics of these diseases on unanalyzed regions.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO / TEXTO EN ESPANOL

Prevalencia de Varroa destructor y primer reporte
de Nosema sp. en areas de congregaciéon de
zanganos de Apis mellifera

La varroasis es la enfermedad de mayor impacto para la apicultura a nivel mundial,
ya que esta asociada con la pérdida masiva de colonias de A. mellifera registrada en
los dltimos anos (Dynes, Berry, Delaplane, Brosi, de Roode, 2019). El acaro Varroa
destructor, agente de la varroosis, se alimenta de los cuerpos grasos de las crias y
adultos de las abejas (Ramsey et al., 2019), impactando en su estatus nutricional y
también inmunolégico, ya que se desempefia como vector mecanico y biolégico de
numerosos virus que enferman las colonias y comprometen su supervivencia (Le
Conte, Ellis, Ritter, 2010; Traynor et al., 2020). La nosemosis es otra enfermedad
apicola, generada por Nosema sp., microsporidio que parasita las células epiteliales
del ventriculo de las abejas obreras. Dicha enfermedad se transmite mediante la
ingestién de esporas por trofalaxis, acicalamiento o por contacto con abejas muertas
infectadas (Bailey, 1955). Ambos parasitos son dispersados por los zanganos a través
de la deriva, ya que éstos pueden ingresar a cualquier colonia, tanto manejadas como
silvestres (Neumann, Moritz, Mautz, 2000; Paar, Oldroyd, Huettinger, Kastberger,
2002; Traver y Fell, 2011). Ademads, los machos interactiian entre si en las Areas
de Congregacion de Zanganos (ACZ), donde se encuentran con reinas virgenes de
hasta 200 colonias durante la temporada de apareamiento (Zmarlicki y Morse, 1963;
Ruttner, 1966). Recientemente, se reporto la presencia de V/ destructor en zanganos
de ACZ en Estados Unidos (Mortensen, Jack, Ellis, 2018) y en Argentina (Galin-
do-Cardona et al., 2020).

Las ACZ se forman en sitios abiertos, delimitados por sefales espaciales como
bordes contrastantes de vegetacion (Ruttner y Ruttner, 1972), y se caracterizan por
su persistencia en el tiempo tanto en el hemisferio norte como en el sur (Zmarlicki
y Morse, 1963; Strang, 1970; Litvinoff et al., 2023). En nuestro pais, se realizo re-
cientemente la identificacion y caracterizacién topografica y genética de numerosas
ACZ (Galindo-Cardona, Quiroga, Ayup, 2017; Galindo-Cardona et al., 2020). Como
parte de la caracterizacion sanitaria de estas areas, nuestro objetivo fue evaluar la
prevalencia temporal de I destructor y presencia de Nosema sp. en tres ACZ y un
apiario, ubicados en el pedemonte de las Yungas, Tucuman, Argentina .

Para determinar el nivel de infestacion por IV destructor, se tomaron muestras
de un apiario de referencia y tres ACZ (26°47°28.6”S; 65°19°33.9”0; Fig.1) durante
cuatro anos de muestreo, desde 2018 al 2021. Se muestre6 el 30% de las colmenas del
apiario que mostraran apropiada fortaleza poblacional (categoria 1 6 2; REDLAC).
Se recolectaron aprox. 200-300 obreras segin el método de lavado con alcohol (Fries,
Aarhus, Hansen, Korpela, 1991). En el muestreo de las ACZ, se utilizé un cuadri-
coptero equipado con una feromona sintética como cebo atrayente. El cuadricoptero
fue elevado y descendido varias veces para capturar aproximadamente 300 machos,
utilizando una red entomoldgica. La infestacion en fase forética se calculé como el
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nimero de acaros dividido por el nimero total de abejas muestreadas (ya sea obreras
0 zanganos), siguiendo la metodologia descrita por De Jong, Morse, Eickwort (1982)
y Dietemann et al. (2013). El monitoreo se llevo a cabo durante la temporada repro-
ductiva (primavera-verano) a partir del afno 2018. El horario de muestreo se programé
entre las 15:00 a 17:30 horas, que es el periodo de mayor actividad de los zanganos
segln estudios realizados por Galindo-Cardona et al. (2017) y Ayup et al. (2021).

Para determinar la presencia de Nosema sp. en los zanganos colectados, se se-
leccionaron seis individuos de dos ACZs. Se utiliz6 el protocolo de (Organizaciéon
Mundial de Sanidad Animal [OIE] 2018) para detectar la infeccion, empleando un
hemocitometro o cdmara de Neubauer y un microscopio optico para identificar la
presencia o ausencia de esporas. Los andlisis estadisticos se realizaron con el pro-
grama R Studio R 4.3.0, 2023.

Se encontré que V destructor estuvo presente en todas las ACZ durante el perio-
do de muestreo, con una aparente tendencia decreciente en la infestacion a lo largo
del tiempo (F-statistic: 0.6947, df: 3.27, p: 0.5633). Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en la proporcion de V destructor (Varroa forética, VF) entre
los anos analizados (p: 0.5633) (Fig. 2). En cuanto a los lugares (Apiario y ACZ) y el
porcentaje de varroasis, no se observaron diferencias significativas (F-statistic: 0.6666
on 1 and 29 DE p-value: 0.4209), pero si entre las ACZ (p: 0.00188). Con respecto a
Nosema sp. al analizar las muestras fueron positivas para este parasito, constatando
asi su presencia en las ACZ.

Estos valores podrian deberse a que las ACZ reciben zdnganos de apiarios tras-
humantes, que migran desde el sur en busca de floraciones tempranas en el norte.
En Tucuman, por ejemplo, la trashumancia es significativa en los meses de prima-
vera donde arriban desde las provincias del centro y sur del pais para aprovechar la
floracion, esta actividad de mover las colmenas de un lugar a otro es una practica
comun que tiene consecuencias como la transmision de parasitos y patogenos de
las abejas a nuevos lugares (Martinez-Lopez, Ruiz, De la Raa, 2022). Ademas la
aparente variacion temporal en las cargas parasitarias en las ACZ podria deberse a
modificaciones en el paisaje (Galindo-Cardona et al., 2020). Nosotros observamos en
unas de las ACZ, una disminucién de valores de VF a 0%, coincidentemente con la
modificacion significativa del paisaje en esta drea como consecuencia del cambio de
uso de suelo en la Selva Pedemontana, la cual duplic6 su tamano (Galindo-Cardona,
observacion personal). Dichas alteraciones del paisaje podrian generar desorientacion
en los zanganos y disminuir su llegada y permanencia en las ACZ. Los resultados
obtenidos demuestran por primera vez la presencia de Nosema sp. en los zanganos
de las ACZ.

Nuestros hallazgos apoyan el rol clave de los zdnganos en la dindmica y disper-
sion de enfermedades y permiten concluir que el analisis de las ACZ representan
una herramienta clave de monitoreo sanitario de las poblaciones de abejas. Proxi-
mos analisis, que incluyan una mayor cantidad de muestras de cada ACZ y de mas
ACZ en la zona de estudio, permitirdn continuar explorando la dindmica de estas
enfermedades apicolas a una escala previamente no analizada, que involucra tanto
apiarios como ACZ cercanas.



