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MANUAL PRACTICO DE PATOLOGIA APICOLA

Recoleccibn, procesamiento y andlisis de muestras para el
correcto diagndstico de las principales enfermedades de
la abeja melifera.

Por: GILBERTO MORALES SOTO.-Profesor Asociado-Departamen-
to de Biologia-Universidad Nacional de Colombia-
Seccional Medellin. A.A. 3840.

I. RECOLECCION DE MUESTRAS
1. MUESTRAS DE CRIA

Existen varios métodos para recolectar muestras de abe-
jas enfermas y enviarlas al laboratorio; algunos de
ellos se describen a continuacidn.

1.1. Se corta un pedazo de panal de 4" x 4" con el
material sospechoso y se envuelve en papel perid-
dico, cartdn o papel encerado, o se introduce en
un frasco limpio y seco. Se debe evitar cortar
pedazos de panal con miel, pues esta estropea la
muestra.

Se rotula la muestra anotando datos suficientes
que permitan conocer su procedencia y dar una
orientacidn sobre el problema; para ello, anote
datos sobre:

Fecha de recoleccidén de la muestra:
Nombre del apicultor y/o colector:

Nombre de la finca:
Nombre de la vereda:
Nombre del municipio:
Nombre del apiario:

Observaciones*:

*En este punto de observaciones se debe anotar
cualquier caracteristica diagndstica o elemento
anormal observado por quien tomé la muestra (co-
lor de la cria, posicidn de esta, olor, aspecto
de celdas, opérculos, etc.).

En caso de tomar muestras de diferentes colonias,
sepdrelas y rotule cada frasco o recipiente con
un ndmero, para poder identificar después su pro-
cedencia.

1.2. Se toma un palillo de dientes o material similar
y se introduce en la celda con crfa enferma, se
restrega bien sobre la cria enferma y se coloca
sobre papel encerado o papel parafinado. Se en-
vuelve bien la muestra, incluyendo el palillo,se
rotula como se anotd en el método anterior y se
envia al laboratorio para su estudio.
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Crfia enferma que se encuentra sobre las piqueras
o en el suelo cerca a las colmenas (por ej.:cria
atacado por hongos), se guarda en papel encerado
o en cajas de cartén pequenas (ej.: cajas de £f6s-
foros vacias) y se envia inmediatamente al labo-
ratorio. Se rotula la muestra como se- indicd
antes.

Para colectar larvas y pupas en gran cantidad se
procede asi:

- Se saca el panal con la cria sospechosa que se
desea examinar.

- Se coloca este panal horizontalmente sobre una
bandeja cubierta con una toalla y se coloca en
una incubadora a 34°C.

- En pocas horas las larvas de 3-5 dias se habrén
arrastrado hasta la bandeja. :

- Las pupas se obtienen colectando las larvas de
5 dias y pasandolas a platos de petri hasta que
ocurra el empupamiento.

Nota: En caso de que las muestras no puedan ser
transportadas al laboratorio inmediatamente, de-
ben ser refrigeradas, pero examinadas en el menor
tiempo posible desde su recoleccidn.

MUESTRAS DE ADULTOS
Nosema.

Debido a que esta enfermedad se manifiesta mayor-
mente en abejas viejas, se deben colectar estas
en las cédmaras de miel o de los marcos 3 y 7 de
la cé&mara de cria; también es posible hacerlo de
las entretapas o de las piqueras.

Se toma una muestra de 25-35 abejas adultas, las
que se introducen en un frasco con alcohol etfli-
co al 70%; si la muestra no se va a procesar ré-
pidamente, se le agregan al frasco con alcohol
unas 2-3 gotas de glicerina. La muestra se debe
rotular como se indicd en la seccidén 1. En caso
de existir varias cclonias sospechosas, se ‘toma
una muestra diferente para cada una de ellas.

Los excrementos que se observan a veces, sobre

paredes y pisos de las colmenas o sobre malezas

cercanas a las colonias y que se sospecha pueden

tener enfermedad, pueden ser raspados sobre un

recipiente seco y limpio, o envueltos en papel,

para ser llevadas lo m&s pronto posible al labo-
ratorio para su andlisis.

Amibas.

Esta es una enfermedad que estd asociada general-
mente con nosema, diarrea y otras. La misma
muestra gque se tome para nosema puede ser también
utilizada para andlisis de amibas; por lo que se
procede en forma similar a como se menciond en el
casoe anterior.
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FIGURA 1. CRIA DE ABEJA MELIFERA ATACADA POR VARROA.
A: Larvas y prepupa con adultos B: Pupa con adultos de Varroa sobre su
del acaro. cuerpo(Adaptado de Weiss, 1984).

FIGURA 2. ADULTOS DE VARROA SOBRE EL CUERPO DE UNA ABEJA OBRERA'(TOMADQ DE
WEISS,1984.
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Se coloca un anjeo sobre la cartulina con el pegan-
te para evitar que las abejas se adhieran a €l y
se da una buena ahumada a la colmena, usando humo
de tabaco de alto contenido de nicotina. Se tapa
la piquera con pasto y se deja asi entre 30 y 60
minutos,luego de lo cual se retira la cartulina y
se examina por la presencia de &caros (ver Fig.3).

2.5.3. Otro método consiste en tomar una muestra de abejas
adultas de la cémara de cria (250-300 abejas) vy
meterlas en un -frasco con alcohol etilico al 70%.

La muestra se lleva al laboratorio y se agita fuerte-
mente por unos 5 minutos; se vacia la muestra a
través de un anjeo que retenga las abejas y deje
pasar los &caros y se examina para detectar la pre-
sencia de éstos. En la Fig. 4 se resume el proce-
dimiento esquematizado por mantilla (1991) para

- deteccidn de este &caro. -

II. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LAS MUESTRAS
1. PARA ENFERMEDADES BACTERIANAS.

1.1.-Colocar sobre un porta-objetos una gota de agua
destilada.

-Conun palillo de dientes humedecido con el agua
destilada o con un aza esterilizada si la mues-
tra se va a tomar de un cultivo, haga un raspa-
do de la muestra sospechosa y coldquelo sobre
la gota de agua en el porta-opjetos. La muestra
debe quedar dilufida y s6lo estar ligeramente tur-
bia.

-Fije la muestra calenténdola ligeramente con un
mechero o con una lampara callente, culdando que
no hierva.

-Tifia la muestra con carbol-fucsina por 10 segun-
dos o use cualquier otro colorante de esporas
(ej.: azul de metileno, safranina, etc.). Coloque
suficiente colorante para cubrir toda la muestra
(1-2 gotas) y deje actuar por 10-15 segundos.

-Lave el exceso de colorante con agua corriente,
para lo cual se invierte el porta-objetos y se
coloca bajo un chorro suave de agua corriente..

-Elimine el exceso de agua de la placa,ﬁcoloque
un cubre-objetos y agregue una capa fina de aceite
de inmersidn.

-Observe con el objetivo de inmersién (la Fig. 5
esquematiza el procedimiento general).

Las distintas bacterias que atacan a ia abejg
melifera se observan como se muestra en las fi-
guras anexas (Figs. 6, 7 y 8).

1.2. En caso que se requiera cultivar las bacterias se
procede como sigue.

1.2.1. Medio para cultivo de B. larvae (Logue Americana) .
a) Medio de Shimanuki y Knox/1991.
-Se prepara una suspensién de esporas, mezclando

material muerto en 9 ml de agua esterilizada y
colocéndola en vials.,



FIGURA 3. EMPLEO DE CARTULINA CON UN PEGANTE PARA DETECCION DE VARROA.

A: Cartulina con Tanglefoot y Anjeo. B: Adulto de Varroa sobre los resi —
duos colectados del fondo de la
Colmena (Adaptado de Barbattini
y Chiesa, 1987).
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FIGURA 5.
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FORMA DE PREPARAR UN MONTAJE DE BACTERIAS.

Colocar una gota de agua destilada sobre el centro de un Porta-Objetos.

Esterilizar el aza y dej:r eg€ri:r.c Ltive
Obt licuota del medio de Cultivo. )
Fro:2§r1:n:u:stra en la gota de agua destilada en circulos hasta abar-

car 4 de unos 2 cms de didmetro. .
Fija:n?aazzzstra calentandola lentamente bajo un mechero( tomado de

Swatek, 1967). L



Fig.6€.Pseudomonas apiseotica

A.- Forma vegetativa.
B.- Forma de esporas.
C.- Esporas cde B. larvae.

B. alvei.

A. eurvdice.

AS DE LA CRIA Y DE LOS ADULTOS DE APIS MELLIFERA

DADES BACTERIAN

*IGura 6 . ENFERME
| i Larvae o loque Americana.
de Bacillus

6 A: Esporas causantes ¥ asociadas con logue Europea.
6 B: Bacterias pPseudomonas apiseptica o bacteria que produce septicemia
6 C: Esporas de ado de Sozaya y otros, 1986.).

en abejas adultas ( tom



FIGURA 7.
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Loque Americana. En el cuadro superior se observan o | .
abiertos, caracteristicos ) T T T e zer§:1°§ semi-

se observa en forma secuencial el avance de la enfer u: o inferior
of2 desarrollo de la larva, tal como se 3: :g’v?ntlas e H

gLl /S siCoREesbonde a’la Rruebaigs ;ia:tici—

tintas etapas
superior ¥ en corte later
dad ) ( Tomado de Weiss, 1984).
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Para remover el material muerto se pueden usar
copitos de algodén.

-Se calienta la suspensidn a 80°C por 10 minutos
(para matar las bacterias que no esporulan).

-Se revuelve la suspensidn y se toma una porcién
de 1 o 2 ml , la que se coloca sobre el medio de
crecimiento conocido como BHIT (Difco brain heart
infusidén, fortified with 0.1 mg. thiamine hydro-
chloride/ltr. de medio).

-Se incuba por 72 horas a 34°C.
Las colonias resultantes se ven individuales

(1-2mm.) y son opacas; sin embargo, si se inocu-
laron en el medio muchas esporas, se verd una
capa s6lida de crecimiento que cubrird el plato.

b) Medio de Bailey y Lee/1962.

-Se obtiene la muestra de los panales afectados.
-Se emplea como medio, extracto de levadura al

18 (P/V). -
-E1 medio se prepara asi:

Medio base mds 0.1 M KH2PO4

Medio base mids 0.1 M KH2PO4 + 1% glucosa (P/V).
Medio base mds 0.1 M KH2PO4 + 1% glucosa autoclavada

separadamente.
m&s 0.01 M KH2PO4
0.01 M KH2PO4 + 1% glucosa (P/V)
0.01 M KH2PO4 + 1% (P/V) glucosa
autoclavada

Medio base
Medio base.mas
Medio base més

separadamente.

_Se ajusta el medio a pH 6.6 con KOH.

-Se esteriliza en autoclave en vials cerrados a
116°C por 20 minutos. .

-E1 medio inoculado se incuba a 34°C.

c) Medio de Hornitzky y Karlovskis/1989.

_Se toma una muestra de 30 abejas del &rea de cria.
homogeniza la muestra en 20 ml de solucién

—§:lina esteril de fosfato (PBS) a pH de 7.2 por

30 segundos. .
-ge filtra el homogenizado a través de tela de

algoddn y se centrifuga a 3.000 gn por 1 hora.

_ge vacia el sobrenadante y se vuelve a suspen-
der el residuo en 2 ml de PBS,

_ge toma una alicuota de 0.5 ml de la muestra y
se coloca en una botella de vidrio de 5 ml.

-ge caliente a 80°C por 15 minutos.

_ge vacia la muestra en agar de sangre de oveja,
o1 gue posee agar de sangre base No. 2 (Oxoid
Ltd, England), suplementado con 7% de sangre

de ovino, agar bacteriolégico No. 1

citrada
(oxoid Ltd) , hasta obtener una concentracidn

final del 7%.
_ge incuban los platos a 35°C por 7 dfas en una
atmésfera.de 10% de C02 en aire.
pas colonias resultantes se ven grises y tienen
+ 3 mm de didmetro luego de 48 horas, son planas
z irregulares en los bordes.



1.3.

1,3.1.

Medio para cultivo de Melissococcus pluton (Loque
Europea) .

-Se mezclan: ) ,
1 gramo de extracto de levadura (Difco).

1 gramo de glucosa
1.35 gramos de fosfato de potasio dehidrogenado

( KH2PO04).
1 gramo de almiddn soluble.

2 gramos de agar _
Agua destilada hasta completar 100 ml.
("si se agrega 0.1 gr/100ml de cisteina es mejor)
-Se ajusta el pH de esta mezcla a 6.6 con KOH
-Se lleva la mezcla al autoclave a 10 Lb/pulg

(116°c) por 20 minutos.

-

Medio para detectar Pseudomonas apiseptica (Bacte

ria que produce Septicemia)-
—Remover un ala del tdrax
-Colocar una gota de agua destilada sobre un porta-

objetos.
-Restregar la base del ala en la gota y observar.

En caso que se requiera cultivar el microorganismo,
se procede asi:

-Se remueve un ala del tOrax
-Se coloca la base del ala en un medio conocido como

pseudomonas agar F.

-Se cultiva a 37:C.
Las colonias resultantes producen pigmentos amari-

1lo-verdosos que fluorecen bajo la luz ultravioleta.

Esta enfermedad puede ademas ser diagnosticada re-
produciendo los sintomas en abejas sanas; para lo-

grar esto se procede asi:

-Se toman 20-30 abejas adultas sanas y se colocan
una jaula.
para un extracto acuoso de la enfermedad,
ndo el equivalente a una abeja sospechosa por
cada ml de agua destilada. '
_se inoculan las abejas sanas a través del t6rax

(1U1/abeja) O se sumergen estas en el extracto.

s con Septicemia mueren en 24 horas, huelen a

Abeja
podrido y -se despedazan al manipularlas.

en
-Se pre
macera

Nota: Al mismo tiempo que se realiza este proce-
-_ dimiento, se monta un control con extracto
de abejas sanas. |

n varias pruebas diagnésticas que pueden ser

Existe

empleadas para detectar B. larvae o bacteria que
roduce Logque Americana. Estas se describen a
continuacidn.

prueba de la 1leche.

gsta prueba se basa en el hecho de que un nivel
alto de enzimas proteoliticas es producido Ppor
B. larvae al esporular.



1.3.2.

1.3.3.

1.4.1.

14

-Se coloca una muestra (ej.: escama
. . raspado etc.
gei mitgrlal sospechoso en un tubo'que pcontizge)
-4 m e leche descremada en polvo di :
Craa, p disuelta en
-Se incuba esta mezcla a 37°C.
-Si la suspensibn se aclara en 10-20 minutos, es

debido a la presencia de B. Larvae.

Esta prueba no siempre da, por lo que es

Nota:
necesario ser cuidadosos en su uso.
Prueba de la reduccidén de nitratos.

Se basa en el hecho de que B. larvae reduce el
nitrato a nitrito; para ello se puede hacer 1la
prueba en un medio que contenga nitrato (ej. el °
BHIT contiene nitrato de potasio), empleando

1-2 mg/ltr. del medio.

—-Se coloca la muestra en el medio de crecimiento

-Luego de que ocurra el crecimiento, se agrega .
una gota de &cido sulfanilico <¢ -naftol.

-si se produce un color rojo, indica que el ni-
trato ha sido reducido a nitrito.

produccibén de catalasa.

-Se coloca una gota de perbxido de hidrbgeno al
33 en un cultivo de .la bacteria que este cre-
ciendo activamente sobre un medio sdlido.

-La mayorfa de las bacterias aerdbicas descom-
ponen el per6xido en agua y oxigeno, produciendo
una mezcla opaca y burbujeante. B. larvae es

casi siempre negativa para esta reaccidn.

que produce la Logque Americana puede

detectada en los productos de la
El procedimiento

1a bacteria

también ser
colmena como miel, polen y cera.

en cada caso es como sigue.

peteccién de B. larvae en miel. -
L)

a) Método de Sturtevant.

-ge diluye la muestra de miel en agua en propor-
cién 1:9.

-Se centrifuga la mezcla hasta concentrar las es-
poras en el sedimento. :

-Se examina el sedimiento al microscopio.

p) Método de Shimanuki y Knox.

-Se calienta la muestra de miel a 45°C.

-ge colocan 25 ml de miel en un beaker de 50

ml y se diluye en 10 ml de agua esterilizada.

-La mezcla diluida se pasa a un tubo de di&lisis

de 44 mm.

-Se cierra el extremo abierto del tubo una Vvez

este se llene.

-ge sumerge el tubo en agua corriente por 18 horas
4 veces en

o en bafio de agua, cambiando esta 3-
las 18 horas.
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-Luego de la didlisis, se centrif )
por 20 minutos. . uga @ 2.000 g

-Se remueve cuidadosamente el sobrenadante con
una pipeta y se deja aproximadamente 1 ml de
residuo.

-E1 residuo se suspende en 9 ml de agua en un
vial tapado y se calienta a 80°C por 10 minutos

-Se toman 0.5 ml de suspensidn y se coloca sobre.
un plato de petri con agar BHIT. :

-Se incuba a 37°C por 72 horas.

-Se examina por colonias de B. larvae.

Deteccién de B. larvae en polen.

—-Se toma una muestra de granos de polen colectados

por las abejas.
-Se pasan estos granos a través de coladores de

distinto tamafo.
detectan escamas de B. larvae para ser

-8i no se
examinadas, entonces se hace una suspensidén acuosa
de polen.

sta solucibdn acuocsa a través de papel

-Se pasa €
filtro No. 2.

-Se centrifuga el filtrado.

-Se cultiva el residuo en igual forma a como se

indicé en el método del numeral anterior.

Deteccidn de B. larvae en cera.

-ge derrite la muestra de cera al baﬁo.Maria, en

agua. ‘
-gse deja enfriar la cera sobrenadante y se retira
cuidadosamente la torta formada.

2.000 g por 20 minutos.

trifuga el agua a

-Se cen .
1- sedimento al microscopio.

-Se examina €

si se desea determinar si un.organismo es gram posi-

£ivo o gram negativo, se procede asi:

-Se colecta ‘la muestra y se fija como se anotd en
o1 procedimiento general para detecciénsde bacte-
rias, numeral 1.1. .

-Se tine con cristal violeta.

e el montaje en solucibn de yodo, se

-Se sumerg >
decolora con alcohol etilico y se vuelve a tefir

con safranina.
gi el organismo tifie azul es gram positivo.

S el organismo tifie rojo es gram negativo.

¢ temporales y permanentes de bacterias se

Montaje 3

a) Montajes temporales.

Las plaC?S se procesan como. se ha indic
rocedimiento general (numeral 1.1.). Estas pla-
cas tenléas y montadas en agua se les coloca el
cubre-objetos y se sellan los bordes de este con
etrolatum © barniz de ufias transparente © esper-

ma. Las placas asi montadas sirven por unos dias-

ado en el
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b) Montajes permanentes.

Los porta-objetos con las muestras tefiidas y seca
se aclaran con xyleno y luego se montan en una oi
de bidlsamo de Canadd. El exceso de bdlsamo ge :
retira o limpia con una toalla impregnada de xyleno

PARA ENFERMEDADES FUNGOSAS

Se emplea el montaje hdGmedo; para ello se procede
asi: .

-Se macera parte de la muestra en agua.

-Se coloca parte de ese macerado en un porta-objetos
-Se coloca un cubreobjetos evitando la formacién de )
burbujas de aire.

-Normalmente no se requiere colorante.

—-Se examina con los objetos secos del microscopio
(En la Fig. 9, se muestra el procedimiento general

para este tipo de montaje) .

Si se tiene un microscopio de contraste es
mejor, sobre todo cuando se necesita usar

el aceite de inmersidn.

Nota:

cultivo de Ascosphaera apis.

a) Se pueden cultivar las esporas sobre el medio
agar-dextrosa-papa, fortificado con 4 grs de
extracto de levadura por cafla litro de medio

-Se incuba a 30°C.
Los cultivos que se originan tienen olor a fruta

o a durazno fermentado. Las esporas se ven ‘como
se muestra en la Fig. 10.

b) Otro medio para el cultivo de este hon
agar de malta. go es el

-En este medio, no se producen hifas a&reas, con
lo que se facilita la observacién al microscopio
-Muestras de A. apis pueden ser colocadas directa:

mente en el medio de cultivo.

-Se incuba a 30°C.
El micelio en crecimiento se observa en 24 horas

c) Si las muestras son viejas se procede como sigue

-Se colocan los aislados en agar acuoso (agar sin

nutrientes) .

-Se incuba a 30°C.
-El micelio resultante se transfiere a un medio AN

nutritivo como los anotados antes (métodos a y b).
-Se incuba a 30°C. :

s6lo una raza, la positiva
se produce una masa algodo-
plato. Cuando se culti-
tiva y negativa al mismo
1 cultivo.

Nota 1l: Cuando se aisla
o —— .
o la negativa,
nosa que cubre el
van las razas posi
tiempo, se forman quistes en €
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MONTAJE EN HUMEDO PARA MUESTRAS DE HONGOS.

A: Se coloca una gota del medio en el centro de un porta-objetos.

B: Se remueve una porcidn del cultivo del hongo con una aguja esterilizada

Cc: Se coloca la muestra del hongo §obre la gota del medio de cultivo.

D: Con dos agujas S€ separan los micelios. : |
dejandolo caer como se muestra en la figura

E: Se coloca un cubre-objetos,
F: Se presiona suavemente en el centro del cubre-objetos hasta obtener una

SuperfiCie Plana' . '
S xamina bajo microscopio. (Tomado de Swatek,1967). g

FIGURA 9.

G:
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FIGURA 10. ENFERME
APIS.
APIS-

s celdas. ;
A: Momias en €l fondold:eizl de cria en estados consecutivos de desarrollo
: F Y2

B: Vistas super‘isad
de la enferlf " hongo, muy M

C: Esporocitos
enfermedad

tiles para la correcta identificacién de la
Oog= Oogonio) ( Tomado de Weiss, 1984).



2.2.2.

3.1.

3.1.1.

. -se coloc

3.1.2-

Nota 2: Para distinguir los talos positivo y nega-
tivo, se 1inoculan los aislados en ladgs

opuestos del plato y estos talos di
ifere
forman una linea de quistes en los puntg:es

de encuentro.

Cultivo de Aspergillus flavus

A. flavus y otras especies de isééréilius pueden
Ser cultivadas en medios en base a papa-dextrosa
o Sabouraud-dextrosa-agar.

-El cultivo se hace en forma similar a como se in-

dicdé para Ascospha apis.
flavus se ven sobre el medio de

era.
Las esporas de A. I1avl>
un color amarillo-verdoso. El desarrollo de esta

enfermedad y- las conidias del hongo se ob-
servan en la figura 11.

PARA ENFERMEDADES CAUSADAS POR PROTOZOARIOS.
preparacién de muestras para deteccidn de Nosema
apis. Existen varios métodos asi.

—Se toma una mu
piquera, entre
previamente- .

_Se toma cada abeja con unas pinzas delicadas o
la parte del térax y con una cuchilla o bisturg *
se le corta la cabeza a la altura de la cervix
(nuca) - Con unas Pinzas pequenas se toma el aguiid
del extremo abdominal y se jala lentamente ggl?-n

.tiendo que sé venga adherido el tracto diéept'ml

evitando queé este se reviente. ) stivo.

' a sobre un mortero al que
destilada por cadg ab:?ah; :gregggzra

eétra de 25-35 abejas adulta
t s d
tapa o marcos de miel como se aioig

1 ml de agua

bien. :
- toma una aza- esterilizada (bajo
_i:chero) y se_introduce en la megclia iii?a et
una alicuota la que es colocada Sobré‘un gyindo
objetosi se coloca un cubre-objetos eVitp rta-
formacion de burbujas. ‘ ando 1la
- eja reposar por unos 3 mi .
ﬁijg 21 mic;ogcopio; generalmegtzozlyogg igamina
alto es suficiente para detectar 1a reje éyo4seco
poras. -Las esporas de NOsemg s:ese;acogg

estas &P " 1 1a Fig. 12

se mues ra € . A. En 13 Fi

opserva, €l tracto digestivo de unaF;gé'lz B, se
de una enferma, que es un sintoma mésjgue :?23e

para diagnosticar la enfermedag
-Las abejas qué S€ van a procesa
1 | r. (25-35), se toman
conbzgzsymzirotgieras © cuchillas, se)ies retira
l?ezgs.. Estos abdo;:éegejando los abdomenes com~
EimpiOdY seco. Se colocan en un recipiente
omenes se ;
ue ZZ sequen coﬁeian en un refrigerador hasta
doten mejor; 2-3 Goootamente (mientras mis secos
_se toman los abdom S pueden ser suficientes):
mortero al que se ?ges secos y se colocan en g?
aa por cada abeja y agrega 1 ml de agud destila
Se macera bien-




B.

2
Y

dra o Cria petrea, causada por el ho
ngo Asper "i
gillus

cria de Pie

FIGURA 11.
Flavus.
A: Ayvance de la enfermedad como se aprecia e
n vista .
superior y lateral

B: conidias del hongo. ( Tomado de Weis, 1984)
1
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Figura
Figura B.
NOSEMA _ APIS-
Esporas de nosemal como) 5€ Vet enfion aislados
Slstema'digestivo de cbreras dejds Me’lifera (i el i .
parte superior corre?ponde 2 R ol Y cons rva Tas cond -
tricciones de los a?ll}os; el intestino de la parterya it s
erdido esas constrlc?lones y se ve distendido y de e
corresponde a una abeja enferma ( Tomado de Shimanzz?lorado 1
i y Cantwell,
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-Con una aza esterilizada se toma una muestra de la
suspensién y se coloca sobre un porta-objetos; se
coloca en cubre-objetos y se deja reposar poé 3
minutos, antes de observar bajo el objetivo seco

alto del microscopio.

Si se desea hacer conteo de esporas para determinar
la intensidad dela infeccidén, se puede proceder como

sigue.

Se procesa la muestra como sé indicdé en los métodos

anteriores.

-La submuestra que se toma con el aza se coloca
sobre una cidmara de conteo, siguiendo los pasos
que se anotan enseguida.

—-Tome la cémara de conteo (hemocitOmetro) y lavela
bien con agua jabonosa, rem&jela luego con agua

ente, sumerjala en etanol y séquela bien.

—Tome la muestra de la suspensidn con una aza y cold-
guela bajo el cubre-objetos del hemocitbmetro,
evitando formacidn de burbujas,y cuidando que el
4rea de la cdmara quede llena de suspensidn, para
1o cual una o dos azas es suficiente; evite igual-

te exceso de suspensidén en la cdmara (ver Fig.

corri

men

133).
-Deje reposar por 3 minutos antes de comenzar el

conteo de esporas.

-Cuente las esporas en 5 cuadros de la cémara, asi:
centro y extremos (ver Fig. 13B); cuente las esporas
gue esten dentro de los cuadros y las que toquen
los bordes izquierdo y superior, pero no cuente
los que togquen los bordes derecho e inferior .

-si la suspensién tiene una alta concentracidén de
esporas y/©O residuos -que dificultan' el.- conteo,se
puede diluir la muestra, empleando agua -destilada
en proporcién 1:2 o 1:10.

En caso de no poseer cédmara de conteo, se puede

estimar el grado de ipfestacién, empleando un porta-

objetos Y cubre-objetos asi: '

—procesar la muestra como se mencioné en un princi-
pio, hasta obtener una suspgnsién de 1 ml de agua
destilada por c/abeja. ¢

-se coloca una aza de la suspensidn sobre®un porta-
objetos:, pero el volumen depositado debe ser cono-
cido, para lo cual se emplea una aza que libere
0.01 ml de suspensidn.

-ge coloca un cubre-objetos df drea conocida, sobre
la gotas evitando la formacidn de burbujas de aire.

_3e deja reposar por 3 minutos antes de iniciar el
conteo- . < s j

_ge observa pajo el objetivo seco alto del micros-
copio-
para el conteo se escogen 5 puntos diferentes al
azar Yy S€ cuentan las esporas en cada punto. Se
asa el promedio por punto para los cdlculos.

ulo del ntimero de esporas por abeja puede

1izado como sigue: UND W oz ns 20800 Do e s

BIBLIOTY Y.

El célc
ser rea




Figura A.

Fig. N apis se& cueacan --
las esporas que toquen
las lineas A pero noa
las que toquen las B-
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e muestra la manera de colocar el aza contra la

FIGURA 13- camara de conteo,

En la figura 13A s
con la suspensidén de esporas de nosema

muestra como proceder con el contaje de las esporas

La iigllra 13B, . -
? °

( tomados de
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n

Nimero total de esporas contadas

6

X 4 x 10° = Nfmero de esporas/abeja

80

b) Si emplea el método de porta cubre-obj
cdlculo es como sigue: Y te o?Jetos, el

NGmero promedio de esporas/campo  Area del cubre-cbjetos 100
X X =

1 Area del campo 1

Ntmero de esporas

ml

3.2.4. Para calcular la intensidad de la infeccié _
de usar la escala de Jaycox asi: n, se pue

No. de Esporas (millones/abeja)

Intensidad

Nula . ’ 0
Muy ligera 0.01-1.0
Ligera 1.0 -5.0
Regular 5. 0 -10. 0
Semisevera 10.0 -20.0
severa més de20.0

3.3. Las esporas de Nosema apis también pueden ser detec-
tadas examinando las heces de abejas enfermas, para

lo cual se procede asi:

-Haga un raspado de las heces que se encuentren en |
paredes Y piqueras de las colmenas o sobre malezas '
|

cercanas a éstas. .
-Este raspado se mezcla con agua destilada para for-

mar una suspensidn.
-pe la suspensidn rgsu}tante haga un montaje htmedo. |
Observe bajo el objetivo seco alto del micrgscopio. l
I

1
3.4 Reinas sospechosas de estar afectadas por Nosema
) pueden ser examinadas procediendo como sigue:
i
reina y se coloca en un plato de petri

-Se captura la . .
se deja caminar la reina alli libre-

seco Y 1impio;

mente.
-Las reinas generalmente defecan a intervalos de una
hora-. - .

ven como pequefias gotas de liquido

-Las heces se

incoloro. ,
-se transfieren estas gotas con ayuda de una mMiCro=
con un tubo capilar a un porta-objetos.

pipeta © - ; : )
-ge coloca un cubre-objetos y se examlna al micros

copio-

PREPARACION DE MUESTRAS PARA ANALISIS DE AMIBAS.
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El protozoo causante de esta enfermedad de las
abejas (Malpigamoeba mellificae)se localiza en
los tubos de malpigio. Para su deteccibén se pro-
cede como sigue.

-Se toma una muestra de abejas adultas (25-30).

-Se disectan estas abejas buscando su tracto di-
gestivo. Se localizan los tubos de malpigio y
se retiran éstos con la ayuda de unas pinzas
de punta delicada.

-Se coloca una gota de agua destilada sobre un

porta-objetos.
-Se colocan los tubos de malpigio sobre la gota

de agua.
-Se coloca un cubre-objetos sobre la muestra, ha-
ciendo una ligera presidn sobre ésta, hasta ob-
tener una superficie plana, uniforme.
-Se buscan las esporas empleando el objetivo de :
aceite de inmersidn.
Las esporas se ven como pequenfias gotas de aceite

flotando en agua (Fig. 14).
PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA DETERMINAR VIROSIS.

En el pafs no existen equipos que permitan identi-
ficar virus de abeja melifera, pero es posible re-
producir la enfermedad con el procedimiento que

se anota enseguida.

-Se hace una suspensidén de abejas sospechosas em-
pleando 1 ml de agua destilada por cada abeja.

entrifuga esta suspensibdn para eliminar dese-
chos grandes Yy Se filtran a través de un .filtro

de 0.45 um, para remover las bacterias. Se ob-
tiene un extracto.

-Este extracto sé asperja o inyecta o se da en
alimento a abejas sanas confinadas en jaulas
(aprcximadamente 20 abejas).

—En caso de darse con el alimento, se mezclan 2
ml del extracto en igual volumen de jarabe de

azficar por cada 20 abej§s..

-gi se usa el método de inyeccidn, cada abejarre-
cibe 1 ml del extracto a través de las membranas
intersegmentales del abdomen dorsal.

Los sintomas se observan luego de 6 dias.

Nota: Al mismo tiempo que se procede como se acaba

—_— de indicar, se debe hacer un tratamiento con
abejas control, para lo cual se les suminis-
tra a éstas un extracto de abejas sanas.

-Se C

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA DETERMINAR ACARO DE
LAS TRAQUEAS.

Existen varios métodos para procesar abejas soSpe~
chosas de estar atacadas por Acarapis woodi o &caro
de las trdqueas. Mencionamos los mas comunes. EIL
4caro se localiza en el primer par de espirédculos
torixicos de obreras, reinas y za&nganos y la entra-
da del pardsito ocurre normalmente durante los 5
primeros dfas de vida de la abeja como adulta.




Figura A.

Figura B.
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AMIBIASIS.
9
pighamoeba mellificae dentro de un tub igi
tozoario tal como se observan en un p:es:rzzip?g;:.
gunas esporas de nosema, que son las mas peque -
( tomado de Ministry of Agr. Fish y Food
. » y =

Quistes de Mal
Quistes del pro
observan ademds al
fias y de forma oval.)

1980).
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Un método sencillo consiste en :

-Colocar la abejas patas arriba sobre una tabla o
corcho, sujetdndola fuertemente con unas pinzas
en la regibén del mesotdrax lateral.

-Con una cuchilla de afeitar o con un bisturi, se
retira la cabeza y patas anteriores de la abeja,
mediante un corte en dngulo (Ver Fig. 15A) entre
la unidén de la coxas.

-Queda asi un corte al que se le coloca una gota
de 4cido lictico y que puede ser entonces obser-
vado bajo el estereomicroscopio.

-En ausencia de &4cido l&actico (sirve para aclarar
los tejidos), se puede lograr el mismo resultado,
limpiando el &rea a observar con ayuda de unas
pinzas de punta delicada, lo que permite retirar
msculos y otros tejidos que impiden observar los
tubos traqueales.

-Si la abeja esta libre de &caros, los tubos tra-
queales se ven limpios en su interior y se ven
de color perla; por el contrario, en caso de
abejas enfermas, estos tubos se ven decolorados
.o manchados (Ver Fig. 15B); en la Fig. 15C, se
observa un tubo traqueal con &caros en su interior.

Otro método un poco mas laborioso, pero muy efi-
ciente consiste en:

—Colocar la(s) abeja(s) sobre su dorso en una tabla

de madera. :
-Con unas pinzas se sostiene la abeja cogiéndola

del tdrax.
-Con una cuchilla se mueven las patas anteriores

. hacia adelante y se hace un corte transversal a

través del &rea membranosa que se observa atrés

de las patas anteriores; se remueven asi la ca-
peza junto con el protdrax al que van adheridas

1as patas anteriores.

_Se hace un segundo corte transversal y paralelo
o1 anterior, al frente de las patas medias, a
través de la base de las alas anteriores. Este
corte nos da un anillo que debe contener las
traqueas protorécicas. £

locan estos anillos en un plato de ﬁ%tri Y

-Se coO " .
se agrega hidréxido de potasio al 5% en cantidad
suficiente gue cubra los discos.

_ge coloca el plato de petri con los anillos y el
KOH en una incubadora a 37°C por 24 horas. El
ROH remueva el tejido muscular y permitird que
1os tubos traqueales queden visibles para su ob-
serVaCién bajo el estereomicroscépio.

-Luego de las 24 horas, se toman los anillos y se
jes lava el KOH con agua corriente (un chorro
suave) Y Sé agrega etanol al 70%.

-Se observa cada anillo bajo el estereomicroscopio
a un aumento de 40X. Lag traqueas sanas Y enfer-
mas sSe observan como se muestra en la Fig. 15B.

ota: Si no puede i inmediata-
N mente 1 observar los anillos in
té luego de la incubacibén ldvelos colo
se indicd y consérvelos en etanol en 13
nevera por varios dfas.
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6.3. Existe un'método de tincién simple para deteccién
de Acarapls. Este es como sigue (método de Peng
y Nasr/1985).

- Se obtienen anillos tordcicos de 1-1.5 mm de abe
jas adultas en la misma forma como se menciona
en el método 6.2.

- Los anillos torécicos se colocan en un beaker que
contiene una solucidn de hidr6xido de potasio (KOH)
al 8%.

- Se calienta hasta hervir,revolviendo continuamen-

te. Se retira el beaker y se sigue revolviendo

continuamente hasta que los tejidos dentro de los
anillos se disuelvan y aclaren; todo este proceso
toma unos 10 minutos.

Se recobran los anillos de la solucién, filtr&ndo

los a través de una malla muy fina. -

Se lavan los anillos con corriente suave de agua

para remover el hidréxido de potasio.

Luego de que los anillos esten lavados son trans-

feridos secuencialmente a la solucién coloreadora,

a la solucibn de diferenciacibn y a la solucién

de post-tincibn.

Se examinan los anillos bajo el microscopio de di

seccién bajo un aumento de 10-25X (En la Fig. 16

se resume el procedimiento general).

Segtin los autores, la técnica de tincifn catiénica

es especifica, rdpida y dtil para detectar &4caro

de las traqueas a muy bajo aumento; por ello men-
cionamos a continuacidn como se preparan los reac
tivos para este tipo de tincién. -

- Se emplea azul de metileno actioso al 1%, el que
se prepara disolviendo azul de metileno y agregan

do cloruro de sodio de 0.858%. =

- se emplea ademéds tincién modificada de Shleifstein, .

1o cual se logra mezclando 7 gotas de solucién de :
fucsina b&4sica-gliceral-alcohol, con 1 ml de hidrd

xido de potasio 0.025%. -

cristal violeta, que se prepara disolviendo 2 grs

de cristal violeta en 20 ml de etanol 95%, al que

e le agregan 80 ml de oxalato de amonio acuoso

s
al 1%. . . . i,
- acido férmico-cristal violeta- azul de toluideno.
Los mordientes son Hematoxilina N°. 3 de Gill o
Hematoxilina de Harvis. ™
El proceso general se resume as{i: ’
Diferenciacién Postincién
; Tiempo de . ; _ , .
Técn};i de £incién (min.) Solucién - Tiempo ( min.) Solucién - Tiempo (min.
tinci . |
azul de metliend 5 Agua destilada  2-5 1) Etanol 708-Lavar
modificada 2)Etanol 95%-Alma-
cenars g,
Tinci6n modiflc
cada de schleifs 8 Etanol 90% 2-5 Etanol 95%
tein
mordiente:
toxill 15 Etarol acfdico 70% 6-10 1)Agua destilada ~ 5-1
de Glll \J ny g .2 2) Etanol ;“'ZQ\%:;AWM
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ACARO DE LAS TRAQUEAS, METODO DE TINCION SIMPLE

Procedimiento general para corte y obtencién de los anill e
posterior tincidn de estos, primer corte para Femoc§§ tzraqi
on de

cos Y
cabeza y patas.
Segundo corte.

anillos en KOH hirviendo.

Maceracién de los
Filtrado de los anillos.
Lavado con agua corriente.
Tinciodn.

piferenciacién.

Postincidn.
Tréqueas con &caros en su interior como se
ven ]_Uego de 1 A o
a tincion

1985) .
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PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA DETECTAR VARROA Y
OTROS ACAROS EXTERNOS.

Los métodos mds usados para lograr este objetivo
fueron ya descritos en la seccidn 2-5.

Existen otros métodos que emplean tiras de Apistan,
pero como é&stas no se consiguen en el mercado lo-
cal, solo se esquematiza acd la forma como opera
el sistema (Fig. 17). Cuando se emplean tiras de
apistan, el procedimiento es como sigue:

-Se colocan 2 tiras de apistan por camara de cria.
Estas tiras se sujetan ccn estoperoles de los
listones superiores, colocando una tira en el
marco 3 y otra en el 7 para un mejor cubrimiento.

-La temperatura ambiente no debe ser muy alta cuan-
do se este empleando este método (aproximadamente

159 o

-No se debe usar apistan durante época de flujo de
néctar.

-Se coloca en el fondo de la cé&mara de cria una car-
tulina impregnada de un pegante (ej.: tanglefoot,
pega-insect, o grasa de carro). Esta debe llevar
un anjeo encima para evitar que las abejas queden
pegadas a la cartulina.

-Se dejan las tiras de apistan por 2-3 dias (si es
para detectar la presencia del &caro; para control
se dejan por 1 mes). 4

-Se retiran las cartulinas y se llevan al laboratorio
para observacidn.

Para deteccidn rdpida (aunque menos confia-
ble), se colocan las tiras de apistan y la
cartulina somo se acaba de mencionar y se
tapan las piqueras con pasto. Al cabo de
1 hora o 2 horas, algunos &caros habrén
caido sobre 1la cartulina con el pegante.
En caso de infestacidn alta, afin en tiempo
tan corto como 15 minutos o 30 minutos, ya
se tendrdn &caros sobre la cartulina.

Nota:

A continuacién se mencionan algunas técnicas de labo-
ratorio Gtiles para la preparacién de especfmenes
en cuanto se refiere a métodos de tincidn', aclareo

v preparacién de colorantes.
ALGUNAS TECNICAS PARA PREPARAR COLORANTES

Como preparar el colorante fucsina carbdlica

—preparar la solucidén A, asi:

0.3 grs de fucsina bdsica del 90%
10.0 ml de alcohol etilico al 95%

—preparar la solucidn B, asi:

5.0 grs de fenol
95.0 ml de agua destilada

Mezclar soluciones A y B.



N DE VARROA EMPLEANDO TIRAS DE APISTAN

DETECCIO

Colocacidn de las tiras de i
; Apistan en
X 1 1 3
Colocacién de la cartulina con el adh a camara de cria
colmena. erente en el fond .d
Retiro de la cartuli e,
( Adaptado d ina para su observacid

ptado de Barbattini y Chiesa, 198 ;On en el laboratorio

» 7 i
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Férmula de Hucker para cristal violeta (para tenir)
bacteriash

-Cristal violeta : 2 gr.

-Etanol (95%) : 20 ml.

-Oxalato de amonio 1% (W/V) acuoso : 80 ml.

-Disolver el cristal violeta en el etanol. Anadir
luego el oxolato de amonio y dejar reposar por
48 horas antes de usar.

Férmula de Loeffler para metilen-blue (para tefiir
bacterias)

-Metilen blue chloride : 1.6 gr.

-Etanol 95% (Vol/Vol) 3 a0 mnil,

-Hidrdéxido de potasio 0.01% (W/V) acuoso : 100 ml.

-Preparar una solucidn saturada de metilen blue
alcohol. Se agrega 30 ml de é&sta al hidrdxido
de potasio.

Si las células no tifien con ninguna de estas mez-
clas, entonces usar carbofucsina.

Montajes permanentes de bacterias deben ser pri-
mero aclarado en Xyleno y colocados luego en una
gota de bédlsamo de Canada.

ALGUNOS METODOS DE TINCION

Método de Hucker para tincidén positiva

-Solucidn A:

cristal violeta (certificado 90% de contenido seco):

2,0 CiEc
Etanol 95% (Vol/Vol) : 20 ml.

—Solucidn B:

oOxalato de amonio : 0.8 gr.

Agua destiladg SRRSO ] 98

Mezclar soluciones A y B.. Almacenar pox 24 horas
y filtrar a través de papel antes de usar.

—-Mordientes:

vodo : 1.0 gr.

potasio de yodo : 2.0 gr.

Agua destilada : 300 ml.

Se colocan el yodo y yoduro de potasio en un mor-
tero, se agrega el agua lentamente, revolviendo
continuamente hasta que el yodo se disuelva. Se
guarda en frascos ambar,

-solvente para decolorar:

Etanol 95% (Vol/vol)
—-Retincidn (counterstain):

safranina 0 (2.5% W/Vl) en 953 (Vol/Vol) etanol:

10 ml.
Agua destilada - 100 m1
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Procedimiento :

Se sumerge el montaje seco por 1 min. en el cris-
tal violeta.

Se lava en agua corriente suave por 2 segundos.
Se sumerge el montaje en el mordiente de yodo por
1 min.

Se lava en agua corriente por 2 seg. vV se seca
con papel absorvente.

Sumerge en etanol 95% por 30 segundos con agita -
cidn y se seca con papel absorvente.

Se sumerge en el counterstain por 10 segundos.

Se lava con agua corriente, suavemente hasta que
desaparezca el color y se seca con papel absorven
te. AR
Bacterias gram negativas se ven azules o violeta.

Método de Ziehl-Nielsen para tincidn negativa répida

Colorante fucsina :

Fucsina b&sica 0.3 grs.

Etanol 95% (Vol/Vol) : 10 ml.

Cristales de fenol derretidos al calor : 5 ml.
Agua destilada : 95 ml.

Se disuelve la fucsina b&dsica en el etanol, se agre
ga el fenol disuelto en agua. Se mezcla y se deja
reposar por varios dias. Filtrar antes de usar.
Solvente para decolorar :

Etanol 95% (Vol/Vol) : 97 ml.
Acido hidrocldérico (concentrado) : 3 ml.

Contratincidén (counterstain)

Metilenblue choride : 0.3 gr.
Agua destilada : 100 ml.

Procedimiento :

a3
gumergir el montaje seco en 1la carbofucsina.
Ccalentar cuidadosamente el montaje con mechero, has
ta que esté caliente pero no hirviendo; dejar ast
por 5 min., calentando a medida que se vaya necesi-
tando.
Lavar con corriente suave de agua corriente en for-
ma indirecta, hasta que desaparezca el color.
sumergir en el solvente decolorante, lavar inmedia-
tamente con agua corriente. Repetir la decolora -
cién y lavado hasta que el montaje se vea rosado.
sumergir en el counterstain por 20-30 seg.
Lavar con agua corriente, secar con papel absorven-
te.
Examinar.

Bacterias gram negativas se ven rojas.

Método de Giemsa para colorear ricketsias

- Solucidn : polvo de Giemsa = 0.5 grs + Clicerol =

33 ml + metanol absoluto = 33ml. Se disuelve el
polvo de Giemsa en glicerol a 55-60°C por 1.5 - 2.0
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horas. Se agrega el metanol, se mezcla bien y se

deja reposar.
Se almacena a temperatura ambiente.

Procedimiento :

Secar la placa al aire, fijar en metanol absoluto
por 5 minutos y secar al aire. Cubrir el montaje
con tincidén de Giemsa recién preparada por 1 hora.
Lavar con etanol 95%, secar al aire y examinar..

SOLUCIONES PARA RELAJAR, PRESERVAR, ACLARAR Y MONTAR
ESPECIMENES.

Solucién para RELAJAP especimenes o partes.

FLUIDO DE BARBER

Soluciones para PRESERVAR insectos y otros artrépodos.

A.

2 jic oHolilNe Bl HcOMa INMOE SR IR, L s dde gt s oL 95hce
AQUA..sesessesssessssssssssassssasssssasas 50 CC
e 62 Eeitil®n 60000060000 000800000060 00 A, CE
B ERZENGG 6 000 600 0.0 08096 300000000003068000000 1. (e

SOLUCION DE HOOD
— F0=E0% cle alecEhiEl EERITINIED. g bcoooadanoo 95 @
S @l E@ELREE 6 6 00 00 V0B 6 0 BAIG 660000 B0 56008 3 5lice

SOLUCION DE KAHLE
= Alleehel el el G555 5 vh oo 6660t ob | 30 €@
e o rmalld N UAOT N Mo S ot e S haaVelel of (sl o dael 'y I2MCE
— \GElEle) eeEElEe) CRLEEALEUL 5 5 6 616 0 U o 00 B AL oY 4 cc
— AQUA.+ccssesscsscssssssscccnsnnsseaass 60 CC

SOLUCION ALCOHOLICA DE BOUIN

L dlelola@il | @estitilc@ P BIE b 8o 6 hoo oooatt de s oh 50N EE
L tepan@llEE@InIElSo o o oo o 00 0o oddbasedod L G0 ce
i doNacatiicolgiiacilal iy i s s S VL mie  islee
2 EalEIe) PALEEEALEO0 G 60,0 6.6 614 OB AROn B 6 0 0 6 o i cpg

Método para CLARIFICAR

Los especimenes oscuros pueden ser montados en
placas despus de clarificarlos, la sustancia més
usada es hidrdxido de potasio (KOH) y solucidn
Nessbitt.

cuando se use KOH se puede lavar el exceso con
agua (preferiblemente con un poco de 4cido acé-
tico ).

Los especimenes aclarados en solucidén de Nessbitt
pueden ser transferidos directamente al medio de
montaje.

E1l KOH usado es de 10 a 15%.

SOLUCION DE NESBITT

La muestra se puede hervir en xofflBédlerando el .

HAEEGES [de GLOPAL 14 .o\ ansscessckindns st ssnao) cEss
Acido clorhidrico concentrado......e..ess= 2:5 CC

Agua destilada....
©© 90000000 .“.."r‘fj"?,‘rf-"-'. sile L)

LA

25 a 50 cc

s
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aclaramiento, pero puede danarse el espécimen, requie
re de varias horas, dias o mas.
La solucidn de Nesbitt es usada sin calentar y requie
re de pocas horas o pocos dias.

Método para CLARIFICAR &caros.

A. SOLUCION DE LACTOFENOL

50 partes de &cido léactico
25 partes de fenol
25 partes de agua destilada

B. SOLUCION DE VITZTHUM

- 9 partes de fenol
- 10 partes de hidrato de cloral
- 1 parte de agua destilada

El proceso de aclaramiento de los dcaros puede durar
de 2 a 3 dfas, o més seglin el grado de esclerotiza -
cidén de los especimenes.

Medio permanente para MONTAJE de placas.

HIDRATO DE CLORAL DE HOYER

B 1T N T R I R 5(0) e
- Goma arfgiba..ccececssccccctaccssocsccncnns 30 gr
- Hidrato de cloral......... N80 a5 A 00y o8 aaEr) ey
. GlAiGerinac.ececececsoscscacanoscaonsecessos 20 €CC

como sellante se puede usar esmalte de ufias o bédlsa-
mo amparol..

gidrato de cloral de HOYER ( preparacidn )

La Goma ardbiga se diliye en agua destilada al calor
( sin llegar a la ebullicidn ), al calentar se puede
agregar o=sNcE Qe agua a@icional; se filtra usando
papel filtro u hojas de pafiuelos de papel, la solu -
cién final debe ser de aproximadamente 30 cc y con
un aspecto ligeramente turbio, sin presencia de ehaal ()
tales. La mezcla de hidrato de cloral y la gliceri-
na con la goma se hace al enfriarse completamente

ésta.
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