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Abstract

This study was conducted to determine the effectiveness of two natural miticides, formic acid and thymol, for controlling infesta-
tions of the mite Varroa destructor in honey bee colonies (Apis mellifera L.). An apiary with 36 infested colonies was established
and four groups of nine colonies each were formed. Treatments were assigned randomly to those groups as follows: 65% formic
acid (group 1), 12.5 g of thymol per application (group 2), 25 g of thymol per application (group 3), and control colonies without
treatment (group 4). At the end of the experiments, colonies were treated with four strips of a synthetic miticide (flumethrin) to
kill remaining mites and to asses the relative effectiveness of the treatments tested. The highest effectiveness was obtained with
two applications of 12.5 g of thymol (92.1%), whereas with the formic acid the effectiveness was 66.4%. Both miticides killed a
significant number of mites (P < 0.0001), but their effectiveness decreased after the first application. The total cost of treating
each colony was 70.81, 37.76 and 70.21 pesos (6.48, 3.45 and 6.42 dollars), for formic acid, thymol single concentration, and thymol
double concentration, respectively. These results suggest the use of two treatments of a single concentration of a thymol-based
product (12.5 g).

Key words: APIS MELLIFERA L., HONEY BEE, VARROA DESTRUCTOR, THYMOL, FORMIC ACID, STATE OF
MEXICO.

Resumen

Se evalud la eficacia de dos acaricidas naturales, el cido férmico y el timol, para el control del 4caro Varroa destructor en colo-
nias de abejas meliferas (Apis mellifera L.). Se establecieron 36 colonias infestadas con el &caro y se dividieron en cuatro grupos
con nueve repeticiones cada uno. El primer grupo fue tratado con acido férmico al 65%, el segundo recibi6 12.5 g de timol por
aplicacién, el tercero fue tratado con 25 g de timol por aplicacion, el cuarto no recibid tratamiento contra la parasitosis. Al final
de los experimentos, las colonias fueron tratadas con cuatro tiras de un acaricida sintético (flumetrina) para matar a los acaros
remanentes y determinar la eficacia relativa de los acaricidas naturales. La mayor eficacia se obtuvo con dos aplicaciones de 12.5
g de timol (92.1%), mientras que con el &cido férmico, la eficacia fue de 66.4%. Ambos acaricidas mataron un nimero significativo
de parasitos (P < 0.0001), pero su eficacia disminuy6 después de la primera aplicacion. El costo total por colmena fue de 70.81,
3776y 70.21, pesos (6.48, 3.45y 6.42 dblares), respectivamente, para tratamiento con acido férmico, timol concentracién sencilla,
y timol concentracion doble. Estos resultados sugieren el uso de dos tratamientos con productos que contengan 12.5 g de timol
como ingrediente activo principal.
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Introduction

arroosis in honey bees, Apis mellifera L., is an
Vexternal parasitosis caused by the mite Varroa

destructor.! It is the most serious worlwide pro-
blem that the beekeeping industry faces, since varroa
parasitizes adult bees as well as brood.? The first report
of the presence of this mite in Mexico was in Veracruz
in 1992,° while in the State of Mexico it was reported
until 1994. Nowadays, Varroa is distributed practically
all over the country.

The damage that varroosis causes depends on the
infestation level of the affected colonies. Reports from
other countries estimate that the negative effect over
productivity starts when the mite population reaches
10% of the adult bees in a colony. When infestations
increase up to 30% to 40%, it usually leads to the death
of the colony.? The development of infested brood is
also affected because emerged bees have a low weight
and a shorter life span. This has a negative effect on
honey production and other beehive products.* In
Mexico it has been proved that this disease may causes
losses of over 60% in honey production.®

Efforts to control varroosis have been focused on
the use of synthetic miticides. Some of these have a
high degree of control on the mite; however, these
miticides have important disadvantages: they may
promote the mites to develop resistance against their
active ingredient, they are toxic to bees and humans,
and may leave chemical residues in honey which is a
product for human consumption.®® The best solution
for Varroa control will be the development of geneti-
cally modified bees, resistant to the mite in the long
term. Unfortunately, this alternative is still far and
would have to be used along with other measures.®*
In the short term, mite control may be achieved by
using natural miticides, which have low toxicity and
low environmental impact, because no residues are left
in honey or because these brake down or volatilized
rapidly.***? Few natural products have shown effective-
ness against Varroa, formic acid®*** and thymol essen-
tial oil are among them.”** These natural miticides
have already been evaluated in Mexico,"®? but no one
has compared their miticide effectiveness in the area
where the present study was conducted. Additionally,
no analysis of the expenses associated to the use of
these products has been carried out.

The present study evaluated the miticide effective-
ness and application costs of 65% formic acid and
thymol at 12.5 g and 25 g concentrations.

Materials and methods

The experiments were conducted at the Mexican
high plateau, beekeeping region (the second most
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Introduccién

L., constituye una parasitosis externa causada

por el acaro Varroa destructor,' y representa el
problema mas serio al que se enfrenta la actividad api-
cola en el mundo, debido a que Varroa parasita tanto
a las abejas adultas como a su cria.? El primer informe
del &caro en México se presentd en Veracruz en 1992,°
mientras que en el Estado de México fue a principios
de 1994. Actualmente, Varroa se encuentra practica-
mente distribuido en todo el pais.

El dafio que la varroosis causa depende del grado
de infestacion de las colonias afectadas. Informes
de otros paises estiman que el efecto negativo sobre
la productividad comienza cuando la poblacion de
acaros alcanza 10% de las abejas adultas en una colo-
nia; en este sentido, cuando la infestacion llega a ser
de 30% a 40%, normalmente termina con la colonia.?
El desarrollo de las crias parasitadas se ve afectado,
por lo que las abejas presentan menor peso corporal
y un promedio de vida mas corto, ello ocasiona que la
produccién de miel y otros productos de la colmena se
vean perjudicados.* En México se ha demostrado que
esta parasitosis puede ocasionar pérdidas de mas de
60% en la produccion de miel.®

Los esfuerzos para controlar la varroosis se han
enfocado al uso de acaricidas sintéticos, varios de éstos
proveen alto grado de control del acaro. Sin embargo,
estos acaricidas tienen serios inconvenientes; pueden
promover el desarrollo de resistencia a su principio
activo en los acaros, son toxicos para las abejas y para
el hombre y dejan residuos quimicos en la miel para
consumo humano.®® La mejor solucién a largo plazo
para el control de Varroa sera el desarrollo de abejas
genéticamente resistentes al acaro, pero esta alterna-
tiva esta aun lejana y tendria que usarse en combina-
cion con otras medidas.*'® Un acercamiento de corto
plazo al control de la varroosis es el uso de algunos
acaricidas naturales, ya que tienen baja toxicidad y
bajo impacto ambiental, porque no dejan residuos en
la miel, o porque sus residuos se degradan o volati-
lizan en poco tiempo.***? Pocos productos naturales
han mostrado eficacia contra Varroa, entre ellos estan
el acido formico™* y el aceite esencial de timol.™>"
Estos dos acaricidas naturales ya se han evaluado en
México,”®# pero ningln estudio los ha comparado
paralelamente en la region donde se realizo6 este tra-
bajo, ni tampoco se ha hecho un anélisis de costos aso-
ciados con el uso de estos productos.

El presente trabajo evalud la eficacia y el costo del
acido férmico al 65% y del timol en concentraciones
de12.5gy 25¢.

I avarroosis de las abejas meliferas, Apis mellifera



important after the southeast region), within the Villa
Guerrero municipality. Villa Guerrero is located in
the southwest part of the State of Mexico, Mexico, at
19°14’65” North latitude and 100°06°23” West lon-
gitude, 2 050 m above sea level, and has a mild sub-
humid weather (w), with summer rains.*® The mean
temperature during the evaluation period ranged
from 18°C to 29°C and the relative humidity varied
from 46% to 55%.

More than 100 colonies were initially evaluated
for their population strength.?® Samples were taken
to asses Varroa infestation levels.*® In March 2004,
36 colonies with similar adult bee infestation levels
(11.5%) and similar bee population strength (eight
frames covered with bees) were selected to be evalu-
ated. Colonies were headed by queens reared from
a breeding program conducted in the region by
the National Institute for Forestry, Agriculture and
Animal Research. Once the colonies were established,
they were managed in a similar way during the course
of the study. Each colony was fed 2 L of 50% sugar
syrup (sucrose and water in a 1:1 weight ratio).

The 36 colonies were randomly divided into four
groups (with nine repetitions each) established
according to their treatment. Treatments were based
on the evaluation of commercial products containing
two natural miticides as follows:

a) Thymol. 12.5 g and 25 g concentrations (these
doses have been tested in Europe®’), melted in a gel
carrier, in order to maintain a slow release and guar-
antee an appropriate dose.

b) Formic acid. Sixty five percent concentration;
80 mL of the product stored in two polyethylene bags
with a release wick were used.

Group 1 comprised colonies that were treated with
two applications of 12.5 g of thymol each. To do this,
25 g of the commercial gel containing the active ingre-
dient were spread over a polyethylene plate (10 x 20
cm) that was placed over the top bars of the brood
chamber’s frames in each colony treated. Another
plate with the same amount of the product was placed
in the colonies one week after the first application.
Both plates were removed from the hives five weeks
after the first application.

Colonies in group 2 were treated with 25 g doses of
thymol. The application of the product was similar to
that described for group 1, except that the applications
were done two weeks apart and plates contained 50 g
of the product instead of 25. The plates were removed
from the colonies five weeks after the administration
of the first dose.

In group 3, colonies received four treatments of
65% formic acid at four-day intervals each, as recom-
mended by the manufacturer. For this, a bag contain-
ing the product was introduced between the lower

Material y métodos

El desarrollo de los experimentos tuvo lugar en la
region apicola del altiplano mexicano (la segunda en
importancia después de la zona sureste), en el muni-
cipio de Villa Guerrero, que se encuentra en la region
suroeste del Estado de México, México, a 19°14’65”
de latitud Norte y a 100°06°23” de longitud Oeste. El
municipio esta a 2 050 msnm y tiene clima templado-
subhtimedo (w), con lluvias en verano.?* La tempera-
tura media durante el periodo de evaluacién varié
entre 18°C y 29°C y la humedad relativa tuvo rangos
promedio de entre 46% y 55%.

Mas de 100 colonias fueron inicialmente evaluadas
en cuanto a la fortaleza de su poblacion;® se tomaron
muestras de ellas para determinar los niveles de infes-
tacion del parasito Varroa.?® En marzo de 2004 se selec-
cionaron 36 colonias de abejas con niveles similares
de infestacion en abejas adultas (11.5%) y con similar
fortaleza de poblacién de abejas (ocho panales cubier-
tos con abejas), para evaluarlas. Las colonias poseian
una reina procedente de un programa de seleccion
gue ha seguido el Instituto Nacional de Investigacio-
nes Forestales, Agricolas y Pecuarias en la region. Al
quedar establecidas, todas las colonias tuvieron un
manejo uniforme y similar durante el estudio. Cada
colonia fue alimentada con 2 L de jarabe de azlcar al
50% (sacarosa y agua en partes iguales por peso).

Las 36 colonias se dividieron y asignaron aleato-
riamente entre cuatro grupos (con nueve repeticiones
cada uno) establecidos de acuerdo con su trata-
miento.

Los tratamientos se basaron en la evaluacion de
productos comerciales de acaricidas naturales, cuyas
presentaciones se describen a continuacion:

a) Timol. Concentraciones de 12.5 g y 25 g (dosis
a las que se ha probado este producto en Europa?),
ambas integradas en un sustrato de gel de 25y 50 g,
respectivamente, para mantener una liberacion lenta
y asegurar una correcta dosificacion.

b) Acido férmico. Concentracion de 65%; se usaron
80 mL del producto, contenidos en un empaque com-
puesto por dos bolsas de polietileno con mecha de
liberacion.

El grupo 1 se formo con colonias que fueron trata-
das con dos aplicaciones de 12.5 g de timol cada una.
Para ello, 25 g del producto comercial en gel con el
ingrediente activo integrado, fue esparcido sobre una
lamina de plastico (10 x 20 cm) que se colocé sobre
los cabezales de los bastidores de la cAmara de cria de
cada colonia tratada. Una semana después de la pri-
mera aplicacion se colocé otra lamina con la misma
cantidad del producto. Ambas laminas se retiraron
cinco semanas después de la primera aplicacion.

Las colonias del grupo 2 fueron tratadas con dos
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frames of the beehive. A careful perforation of the
internal container was made before introducing the
bag, to avoid acid licking from it that could potentially
burn the operator, brood or adult bees.

Coloniesin group 4 did not get any treatment (con-
trol colonies); but the natural mortality of Varroa was
monitored.

Two colonies were not considered for the analy-
sis: one of the colonies treated with the double doses
of thymol absconded (left the hive) and the other,
treated with single doses of thymol, swarmed (the
queen and half the workers left the beehive). Because
of this, results show data of 34 beehives.

Varroa mortality and population were estimated by
the number of collected mites from galvanized plates
(28x43.5¢cm), impregnated with petrolatum (to attach
mites to the plates when they fell from the bees), that
were put on wooden trays (33 cm x 44.5 cm) installed
between the bottom board and the brood chamber of
each beehive. These trays had a wire-mesh screen (3
mm) over the collector plate to avoid removal of mites
by the bees. Mites were collected form the plates once
a week, replacing the old plate with a clean one at the
same time.

At the end of the fifth week after initiating the
treatments, and in order to evaluate the treatments’
effectiveness, all experimental colonies were treated
with four plastic strips impregnated with flumeth-
rin, a synthetic miticide with an effectiveness of over
99%.2%%° Flumethrin strips were left for six weeks in
the beehives to eliminate the remaining mites. The
percentage of treatment effectiveness was calculated
by dividing the total number of mites collected during
the evaluation period by the total number of mites
in each colony; the result of this operation was then
multiplied by 100. The total number of mites in the
colonies was calculated by adding the number of mites
that fell during treatments to the number of mites
fallen during the flumethrin treatment.

The percentage of effectiveness obtained for all
the treatments and applications were analyzed using
an analysis of variance (ANOVA) with two factors:
treatments and applications. Data were arcsine trans-
formed before being subjected to ANOVA and Fisher
separation tests.*

Additionally, a cost analysis of the miticide applica-
tions was made taking into consideration the costs of
the products (commercial price), labor and transpor-
tation expenses. Transportation expenses were calcu-
lated considering fuel price, the efficiency of an eight
cylinder vehicle (km per L of fuel), maintenance costs
per km and the distance to the experimental apiaries
(12 km). Labor costs were assessed based on the time
spent on moving and applying of the products, as well
as on the number of applications required for each
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dosisde 25 g de timol. Laforma de aplicar el producto
fue similar a la que se describi6 para las colonias del
grupo 1, excepto que las aplicaciones se espaciaron
por dos semanas y que se usaron laminas con 50 g de
producto. Finalmente, las laminas fueron retiradas
cinco semanas después de haberse proporcionado la
primera dosis.

Las colonias del grupo 3 recibieron cuatro trata-
mientos de &cido formico al 65% a intervalos de cuatro
dias cada uno, como lo recomienda el fabricante. Para
tal efecto, a cada colmena se le introdujo una bolsa
con el producto entre los bastidores inferiores de la
colmena, previa perforacion cuidadosa del contene-
dor interno para evitar derrames del &cido que pudie-
ran provocar quemaduras al operador, a la cria o a las
abejas adultas.

Las colonias del grupo 4 no recibieron tratamiento
alguno (colonias testigo), pero si se observaron en
cuanto a la mortalidad natural de Varroa.

Dos colonias no se tomaron en cuenta para el ana-
lisis, debido a que una colonia tratada con doble con-
centracion de timol se evadié (abandoné la colmena),
y otra, tratada con concentracion sencilla del mismo
producto, enjambro (la reinay la mitad de las obreras
abandonaron la colmena). Como consecuencia de lo
anterior, en los resultados se presentan datos de 34
colmenas.

La mortalidad y poblacion de Varroa se estima-
ron por medio del conteo de acaros recolectados de
laminas galvanizadas (28 x 43.5 cm) impregnadas
con petrolato (para que los acaros se pegaran en las
laminas al caer de las abejas), que estaban instaladas
dentro de charolas de madera de 33 cm x 44.5 cm, que
se colocaron entre el piso y la camara de cria de cada
colmena. Estas charolas tenian una malla criba (3
mm) sobre la lamina recolectora, para evitar que las
abejas removieran los acaros caidos. Losacarosfueron
recolectados de las laminas semanalmente, colocando
una lamina limpia en cada charola al mismo tiempo
que se retiraba una lamina anterior.

Al final de las cinco semanas de iniciadas las prue-
basy con el fin de evaluar la eficacia de los productos
y tratamientos ensayados, todas las colonias experi-
mentales fueron tratadas con cuatro tiras plasticas
impregnadas de flumetrina, un acaricida sintético con
eficacia superior a 99%.%3° Las tiras de flumetrina
se dejaron durante seis semanas en las colonias para
asegurar que la totalidad de los acaros remanentes
murieran. La eficacia porcentual de los tratamientos
experimentales se determind dividiendo el nimero
total de acaros recolectados durante el periodo de
las evaluaciones, entre el nimero total de acaros de
las colonias y multiplicando el resultado por 100.
El nimero total de &caros de las colonias se obtuvo
sumando el nimero de &caros caidos en los tratamien-



treatment. Labor costs were estimated by transform-
ing the value of four minimum wages for the “C” geo-
graphical area of Mexico in 2004* to minutes, and by
multiplying it by the number of minutes spent on the
applications for each product.

Results

Significantly high effects on Varroa mortality were
found for treatments, as well as for number of applica-
tions. Furthermore, interaction effects between treat-
ments and applications were observed (P < 0.0001;
Table 1). The first application of all treatments was
significantly more effective than the second or the fol-
lowing ones (P < 0.0001). The 25 g thymol dose was
the treatment that decreased the most in effectiveness
after the first application (Figure 1).

More mites were recovered with two applications
of 65% formic acid (1050.8) than with the two appli-
cations of thymol at both doses, 12.5 g and 25 g (685
and 635.6, respectively). However, after applying
the flumethrin acaricide, a higher mortality of the
remaining mites was observed in the colonies treated
with formic acid (627.7) than in those treated with the
two concentrations of thymol (64.5 and 60.6, respec-
tively, Table 2). Both thymol treatments were signifi-
cantly more effective (92.1% and 88.8%, respectively)
than the one with formic acid (66.4%); though no
difference was found between the thymol treatments.
Formic acid effectivenss was significantly higher than
that of the control colonies (21.9%), since it caused a
higher mite drop. Significantly fewer mites were col-
lected from the control colonies (390.7) than in the
experimental ones in all cases (Figure 1, Table 2).

The cost of each treatment, including the prod-
uct, labor and transportation expenses, was lower for
the 12.5 g thymol treatment (37.76 pesos, 3.45 USD)
than for the 25 g thymol treatment (70.21 pesos, 6.42
USD), for 65% formic acid, the cost was 70.81 pesos
(6.48 USD), and for the flumethrin it was 60.15 pesos
(5.50 USD). All of the products tested, including
flumethrin, required an average of 4 min for their
application. Formic acid was applied four times and
thus required four trips to the apiaries, while thymol
treatments required two trips and flumethirn treat-
ments just one (Table 3).

Discussion

Results show that all treatments caused significant
mortality of Varroa destructor mites and that this mor-
tality was also influenced by the number of applica-
tions as well as by the interaction between treatments
and applications. Thymol was the most effective
treatment, especially at 12.5 g dose, which yielded

tos, al nimero de &caros caidos durante las seis sema-
nas de tratamiento con flumetrina.®

Los porcentajes de eficacia obtenidos de todos los
tratamientos y aplicaciones se analizaron por medio
de andlisis de varianza con dos factores: tratamiento y
aplicacion. Los datos fueron transformados mediante
arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion antes
de ser sometidos al analisis de varianzay a pruebas de
separacion de medias de Fisher.*

Ademas de lo anterior, se efectué un anélisis de
costos de la aplicacién de los acaricidas experimenta-
les, mediante la estimacién del valor de los productos
(su precio comercial), de la mano de obra empleaday
de los gastos de transportacion. Estos ultimos fueron
calculados tomando en cuenta el valor de la gasolina,
el rendimiento (en km por L de combustible) de un
vehiculo de ocho cilindros, el costo de su manteni-
miento por km recorrido y la distancia a los apiarios
experimentales (12 km). El costo de lamano de obrase
calculd con base en el tiempo de movilizacion y aplica-
cion de productos, asi como con el nimero de aplica-
ciones requeridas para cada uno de los tratamientos.
El valor de la mano de obra se estimé transformando
el concepto de cuatro salarios minimos para el area
geografica “C” en 2004* a minutos, y multiplicando
los minutos empleados en la aplicacion de cada pro-
ducto por este factor.

Resultados

Se hallaron efectos altamente significativos en la mor-
talidad de Varroa, debidos tanto a los tratamientos
como al nimero de aplicacién. Ademas, se encontra-
ron efectos de interaccidn entre tratamientos y aplica-
ciones (P < 0.0001; Cuadro 1). Todos los tratamientos
fueron significativamente mas eficaces en la primera
aplicacién, en comparacién con la segunda o posterio-
res (P < 0.0001). El tratamiento con 25 g de timol fue
el que disminuyo su eficacia en mayor grado después
de la primera aplicacion (Figura 1).

Se recuperaron més acaros con dos aplicaciones
de acido férmico al 65% (1050.8) que con las dos
aplicaciones de los tratamientos de timol de 12.5 g
y 25 g (685 y 635.6, respectivamente), pero después
de aplicar el acaricida flumetrina se registr6 mayor
mortalidad de &caros remanentes en las colonias tra-
tadas con &cido férmico (627.7), que en las tratadas
con las dos presentaciones de timol (64.5y 60.6, res-
pectivamente, Cuadro 2). Los dos tratamientos con
timol fueron significativamente més eficaces (92.1%y
88.8%, respectivamente) que el tratamiento con &cido
férmico (66.4%), aunque no se encontraron diferen-
cias entre los dos tratamientos con timol. La eficacia
del &cido formico fue significativamente diferente a la
del tratamiento de las colonias testigo (21.9%), ya que
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Cuadro 1

ANALISIS DE VARIANZA PARA EFECTOS DE TRATAMIENTO, APLICACION E
INTERACCION (TRATAMIENTO-APLICACION) DE DOS ACARICIDAS NATURALES
CONTRA Varroa destructor EN COLONIAS DE ABEJAS MELIFERAS. LOS TRATAMIENTOS
FUERON ACIDO FORMICO (65%), TIMOL A CONCENTRACION SENCILLA (12.5 g), TIMOL
A DOBLE CONCENTRACION ( 25 g) Y TESTIGO (SIN ACARICIDA)

ANALYSIS OF VARIANCE FOR TREATMENT, APPLICATION AND INTERACTION EFFECTS
(TREATMENT-APPLICATION) OF TWO NATURAL MITICIDES AGAINST Varroa destructor
IN HONEY BEE COLONIES. TREATMENTS WERE FORMIC ACID (65%), THYMOL AT A
SINGLE CONCENTRATION (12.5 g), THYMOL AT A DOUBLE CONCENTRATION ( 25 g)
AND CONTROL (NO MITICIDE)

Source of variation D.F. Sum of squares Mean squares F Value Probability
Treatment 3 1.746 0.582 17.604 <0.0001
Application 1 1.380 1.380 41.733 <0.0001
Treatment x 3 0.987 0.329 9.947 <0.0001
application

Residual 60 1.984 0.033

Data on percent mite mortality was arcsine transformed and subjected to ANOVA.
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the best results, followed by the treatment with the
same product at a 25 g dose. Nevertheless, there was
no significant difference among these two doses; this
result agrees with the reported by May-ltza et al.?
Other researchers have found that the effectiveness of
thymol varies according to its formulation from 65% to
99.59%.1416:3435 Best results have been achieved during
times of the year when there is little or no brood in
the treated colonies. In the present study colonies had
large amounts of brood, but in spite of this, thymol
efficacy was high.

Formic acid had a lower effectiveness than thymol,
but higher than the natural mite fall observed in
control colonies. Literature reports that formic acid
effectiveness ranges from 51% to 70% in studies that
evaluated this product alone,** but only one study
compared the effectiveness of thymol and formic acid
side by side, showing that formic acid was less effec-
tive than thymol.** Stanghellini and Raybold* found
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Figura 1: Eficacia promedio (% * E.E.) de tres tratamientos
y uno testigo (sin acaricida) contra Varroa destructor apli-
cados dos 0 més veces en colonias de abejas meliferas. La
eficacia se determind con respecto al acaricida flumetrina.
Literales diferentes indican diferencias significativas (P
< 0.0001) basadas en un analisis de varianza y pruebas de
separacion de medias de Fisher a partir de datos porcentua-
les transformados mediante arcoseno.

Figure 1: Mean efficacy (% + S.E.) of three treatments and
a control one (no miticide) against Varroa destructor applied
two or more times to honey bee colonies. Efficacy was
determined relative to the miticide flumethrin. Different
letters indicate significant differences (P < 0.0001) based
on ANOVA and Fisher separation tests from arcsine trans-
formed percent data.

ocasiond una mayor caida de acaros. Se recuperaron
significativamente menos acaros muertos de las colo-
nias testigo (390.7) que de las colonias experimenta-
les en todos los casos (Figura 1, Cuadro 2).

El costo de los tratamientos con cada acaricida,
incluyendo el precio del producto y los gastos de mano
de obray transportacion, fue menor con timol a dosis
de 12.5 g (37.76 pesos, 3.45 dolares) que con timol a
dosis de 25 g (70.21 pesos, 6.42 ddlares), con acido
férmico al 65% (70.81 pesos, 6.48 ddélares) o con flu-
metrina (60.15 pesos, 5.50 ddlares). Todos los produc-
tos ensayados, incluyendo la flumetrina, requirieron,
en promedio, cuatro minutos para su aplicacion en
cada tratamiento. El acido formico se aplico en cuatro
ocasiones y requirio de cuatro viajes al apiario, mien-
tras que los tratamientos con timol requirieron de dos
viajes y el de flumetrina de uno (Cuadro 3).



Cuadro 2

NUMERO PROMEDIO (+ E. E.) DE ACAROS V. destructor RECOLECTADOS EN 34 COLONIAS
DE ABEJAS MELIFERAS DESPUES DE APLICAR TRES TRATAMIENTOS NATURALES, UNO
TESTIGO (SIN ACARICIDA) Y UNO DE FINALIZACION (FLUMETRINA)

MEAN NUMBER OF V. destructor MITES (£ S. E.) COLLECTED FROM 34 HONEY BEE
COLONIES AFTER THREE NATURAL TREATMENTS, A CONTROL (NO MITICIDE) AND A
FINISHING ONE (FLUMETHRIN)

Treatments
Formic acid
(65%) Thymol (12.5 g) Thymol (25 g) Control

First application 643.4+152.1 446.9 +98.9 5109+ 116.4 160.4 + 67.6
Second application 407.3 +81.9 238.1 +£69.7 124.7+35.5 230.2 + 124.1
Total (two applications) 1050.8 £209.9 685 +120.75 635.6 £142.1 390.7 + 188.9
Flumethrin 627.7 +236.3 64.5+23.7 60.6 £25.4 1174 £297.4
Total (two applications)

16784 £311.4 749.5 + 138.1 696.2 + 137.6 1564.7 +£474.8

+ flumethrin

n = nine colonies for the formic acid treatments and the control; n = eight for each of the thymol treatments.

Cuadro 3

COMPARACION DE COSTOS ESTIMADOS PARA DIFERENTES TRATAMIENTOS CONTRA
Varroa destructor APLICADOS A 34 COLONIAS DE ABEJAS MELIFERAS EN VILLA
GUERRERO, ESTADO DE MEXICO, MEXICO

COMPARISON OF ESTIMATED COSTS FOR DIFFERENT TREATMENTS AGAINST Varroa
destructor APPLIED TO 34 HONEY BEE COLONIES IN VILLA GUERRERO, MEXICO

Costs per hive

Treatment Product Labor Transportation Total
M.N. (US $) MN. (US$)  MN. (US $) MN. (US'$)
Formic acid (65%) 60.00 (5.49) 5.61 (0.51) 5.20 (0.48) 70.81 (6.48)
Thymol (12.5 g) 3245 (2.97) 2.81 (0.26) 2.50 (0.23) 37.76 (3.45)
Thymol (25 g) 64.90 (5.94) 2.81 (0.26) 2.50 (0.23) 70.21 (6.42)
Flumethrin 57.50 (5.26) 1.40 (0.13) 1.25 0.11) 60.15 (5.50)

Costs were estimated considering the commercial value of the products, plus labor and transportation costs required for their
application. How these expenses were estimated is described in the material and methods section.

an effectiveness of between 66% and 79% for formic
acid when applied in pads placed over the top bars
of the brood chamber frames, and reported 69% to
91% efficacy for a commercial combination of thymol
(76%), eucalyptol (16.4%), menthol (3.8%) and cam-
phor (3.8%). Results of the present study coincide
with what has been found in other parts of the world
and suggest that the effectiveness of the tested prod-
ucts is similar to that found in other countries.

The initial application of the natural treatments
eliminated more mites than the following ones.

Discusién

Los resultados muestran que todos los tratamientos
causaron una mortalidad significativa en la poblacion
de &caros Varroa destructor y que esta mortalidad tam-
bién estuvo influenciada por efectos del nimero de
aplicacion y de la interaccion entre los tratamientos
y las aplicaciones. El timol fue el tratamiento mas
eficaz, y la concentracion de 12.5 g fue la que mejores
resultados dio, seguida por el tratamiento del mismo
producto a concentracion de 25 g, aunque no hubo
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Thymol results were different to those obtained by
May-Itza et al.,”® whom observed a higher effective-
ness during the second application of the product.
In the present study, the mite drop observed after
the second application of thymol (25 g) was not dif-
ferent to that of natural parasite fall in the control
colonies. This result shows that the effectiveness of
the products decreased dramatically after their first
application, which may be explained by the fact that
more than 70% of the mites died in the colonies
with the first product’s application, leaving only a
few mites to eliminate during the second treatment.
Melathopoulos and Gates® found that the same com-
mercial thymol gel preparation that was used has an
elevated evaporation rate during the first three days
after application and that during this period, the
highest mite mortality occurs. Their results agree
with the ones observed in the present study.

The results presented suggest that products
based on thymol, at a 12.5 g dose per beehive, per
application, offer a promising alternative for Varroa
control. At least two applications are recommended,
although more trials are required to determine if a
third dose would enhance the effectiveness of this
natural miticide. Even when 25 g of thymol yielded
similar results to those obtained with 12.5 g of the
product, this dose is not recommended because the
cost of applying it is twice as high and its effective-
ness is lost after the second application.

Because of all the disadvantages that synthetic
miticides have and because of good thymol results
at killing mites, this natural miticide may be used
alone or in combination with synthetic miticides
(synthetic miticide one season and thymol the next
one), in order to obtain a good control over Varroa
mite levels. This schedule would reduce the risk of
resistance development to miticides, since the fre-
guency to which mites would be exposed to synthetic
miticides would be decreased. Besides, honey con-
tamination with synthetic miticides would be dimin-
ished too.

Despite the promising results encouraging thymol
use, more research must be conducted, aimed to
evaluate secondary effects that might affect the colo-
nies. Some studies have reported a slight mortality of
adult bees and brood in treated colonies.”**"% More-
over, this and another previous study®” suggest that
thymol may cause colonies to abscond and swarm.

Formic acid is still agood natural choice for Varroa
control, but it is necessary to test different application
methods of this product. Perhaps the release wick
used in the present study did not allowed a high and
constant evaporation rate of the product, enough to
reach a good mite control. Formic acid effectiveness
increases when it is placed in open containers and
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diferencias significativas en la eficacia entre estas dos
opciones, este resultado concuerda con el obtenido por
May-Itza et al.?® Otros investigadores han encontrado
que el timol en diferentes presentaciones comerciales
varia en su eficacia de 65% a 99.5%.**'¢**% |_os mejo-
res resultados se han obtenido en épocas del afio con
muy poca o0 ninguna cria en las colonias tratadas. En el
presente estudio las colonias contenian muchas crias, a
pesar de ello la eficacia del timol fue alta.

El 4acido formico tuvo una eficacia menor que el
timol, pero mayor que la caida natural de acaros en las
colonias testigo. La literatura registra rangos de eficacia
entre 51% y 70% en estudios que evaluaron Unicamente
este producto,”?® pero sélo un estudio previo comparé
la eficacia del timol y del &cido férmico conjuntamente;
en él se encontro que el acido formico era menos eficaz
que el timol.* Stanghellini y Raybold* publicaron una
eficacia de entre 66% y 79% para el acido férmico apli-
cado en almohadillas colocadas sobre los cabezales de
la cdmara de cria, y documentaron una eficacia de 69%
a 91% para una formulacion comercial compuesta por
timol (76%), eucaliptol (16.4%), mentol (3.8%) y alcan-
for (3.8%). Los resultados del presente trabajo concuer-
dan con los encontrados en otras regiones del mundo
y sugieren que la eficacia de los productos probados es
similar a la encontrada en otros paises.

Las aplicaciones iniciales de todos los tratamientos
naturales eliminaron mas acaros que las posteriores. En
el caso del timol, este resultado fue diferente al obtenido
por May-Itz4 et al.,”® quienes observaron mayor eficacia
en una segunda aplicacion. La caida de &caros debida a
la segunda aplicacién de timol (25 g) no fue diferente a
la caida natural de parasitos en las colonias testigo, ello
sugiere que su eficacia disminuyd drasticamente luego
del primer tratamiento. Esto Gltimo pudo deberse a que
con la primera aplicacién murieron mas del 70% de los
acaros existentes en las colonias, quedando muy pocos
por eliminar en el segundo tratamiento. Melathopoulos
y Gates' encontraron que la preparacion de timol en
gel tiene alta evaporacion durante los primeros tres dias
posteriores a su aplicacion, y que durante ese periodo
ocurre la mayor mortalidad de &caros. Estos resultados
concuerdan con lo observado en este estudio.

Los resultados que aqui se presentan sugieren que
los productos a base de timol a dosis de 12.5 g por col-
mena por aplicacién, ofrecen una alternativa promiso-
ria para el control de Varroa. Se recomiendan al menos
dos aplicaciones, aunque hacen falta mas ensayos para
determinar si una tercera incrementaria alin mas la efi-
cacia de este acaricida natural. La aplicacion de 25 g de
timol no se recomienda, porque aunque se logra una
eficacia similar a la obtenida con la dosis de 12.5 g, el
costo del producto se duplica y se pierde eficacia en la
segunda aplicacion.

Dados los inconvenientes que los acaricidas sintéticos



outside temperatures are high, because in that way
product evaporation is incremented.® Probably, the
low effectiveness found in this study may be attributed
to the fact that formic acid concentration used was
lower than that recommended for temperatures below
30°C (70% a 80%).% Prolonged treatments (45 days)
have been reported to increase formic acid effective-
ness.** Because the container used here does not pro-
vide enough control and also represents risk of burns
to the operator (when perforation is exceeded and
bags are ripped), another kind of container should be
tested. Longer treatments should also be assayed with
different acid concentrations to asses the proper dose
for each locality.

Regarding the advantages and disadvantages of
application and cost, the economic analysis shows that
the treatment cost per beehive is lower using 12.5 g
of thymol. In both concentrations, thymol was as easy
applying as flumethrine strips; however, flumethrin
requiresasingle application while thymol requires two,
which increases transport (fuel) and labor expenses.

The fact that different studies recommend apply-
ing formic acid three or four times with four or seven-
day intervals,*# makes it more expensive than thymol
because more trips to the apiaries are required.
Besides, as previously mentioned, it is controversial
and burdensome for beekeepers the fact that 65%
formic acid and 25 g of thymol treatments have higher
costs than the synthetic miticide (flumethrin). The
high miticide treatment costs may be due to the grad-
ual emerging of commercial brands of these products;
nevertheless, they are still a good choice since they
keep some advantages such as leaving low residues in
honey and posing no toxicity risks for humans.

It is concluded that the 12.5 g thymol medicament
was the most effective product tested for Varroa destruc-
tor control, at the lower application cost, for which its
use is recommended. However, the intertwined use
with different miticides is also recommended while
more research is conducted to investigate about the
secondary effects of these products on honey bee colo-
nies.
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tienen y de la buena eficacia del timol, este acaricida
natural podria usarse solo o alternado con acarici-
das sintéticos (una temporada el acaricida sintético y
otra el timol) para un buen control de los niveles de
Varroa, y reducir asi los riesgos de desarrollo de resis-
tencia del parasito a los acaricidas, ya que se estaria
disminuyendo la frecuencia de exposicion del acaro a
los pesticidas sintéticos. Ademas, mediante esta ope-
ratividad se disminuiria el riesgo de contaminacion
de la miel con residuos de los acaricidas sintéticos.

A pesar de lo promisorio que resulta el uso del
timol, debe incrementarse la investigacion enfocada a
la evaluacion de los efectos secundarios que pudieran
presentarse en las colonias. Algunos estudios han
registrado ligera mortalidad de abejas adultas y de la
cria de colonias tratadas;**"* ademas, este estudio y
otro previo® sugieren que el timol puede provocar la
evasion y “enjambrazon” de algunas colonias.

El acido formico sigue siendo una buena alterna-
tivanatural parael control de Varroa, pero es necesario
ensayarlo con otros métodos de aplicacion. La mecha
liberadora contenida en el producto evaluado en este
estudio, probablemente no permitio una evaporacion
lo suficientemente alta y constante para proveer un
buen control. El &cido formico aumenta su eficacia
cuando es proporcionado en contenedores abiertos y
cuando las temperaturas externas son altas, debido a
gue se incrementa la evaporacion del producto.®® La
baja eficacia de &cido formico utilizado en este trabajo
posiblemente ocurrid porque la concentracion que
se us6 fue menor a las recomendadas (70% a 80%)
para temperaturas inferiores a 30°C.?* Se ha docu-
mentado también que los tratamientos prolongados
(45 dias) incrementan la eficacia del acido formico.*
Quiza deba intentarse su administracion en otro tipo
de contenedor, ya que el actual no provee suficiente
control y ademas representa riesgos de quemaduras
para quien lo aplica, esto ultimo ocurre cuando por
descuido se sobrepasa la perforacion y se rompen
las bolsas contenedoras. Adicionalmente, deberian
ensayarse tratamientos por periodos mas largos y a
diferentes concentraciones, para estimar la dosis ade-
cuada para cada localidad.

En cuanto a las ventajas y desventajas de aplicacion
y costos, el analisis econdmico muestra que el costo
por colmena es menor al usar el timol a concentracion
de 12.5 g. El timol en las dos diferentes concentracio-
nes fue tan facil de aplicar como las tiras plasticas de
flumetrina; sin embargo, la flumetrina sélo se aplica
una vez, a diferencia de los tratamientos con timol,
que se aplican dos veces, lo cual incrementa los gastos
de transporte (combustible) y mano de obra.

El &cido formico resulta mas costoso para usar en
los apiarios desde el punto de vista practico que el
timol, ya que diferentes investigaciones sugieren apli-
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car este producto de tres a cuatro veces, a intervalos de
cuatro a siete dias,**?? ello ocasiona mayores gastos en
funcion del nimero de recorridos al apiario. Aunado
a lo anterior, resulta controversial y oneroso para los
apicultores, el hecho de que los costos del acido for-
mico al 65% y el timol a concentracion de 25 g fueron
mayores que el acaricida sintético empleado (flume-
trina). Este incremento en el costo de los acaricidas
naturales quiza se deba a que paulatinamente se han
registrado marcas comerciales de estos productos; sin
embargo, siguen siendo una buena opcidn, pues aun
conservan dentro de sus bondades el hecho de dejar
bajos residuos en la miel y que no representan riesgos
de toxicidad para las abejas ni para el ser humano.

Se concluye que el timol a concentracion de 12.5
g fue el producto mas eficaz para el control de Varroa
destructor con menor costo de aplicacién, por lo que se
sugiere su uso. Sin embargo, es prudente recomendar
el empleo alternado de diferentes acaricidas, en tanto
no se profundice la investigacion sobre los efectos
colaterales que éstos pudieran ocasionar a las colonias
de abejas.
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