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RESUMEN.

Nosema sp. es un género de microsporidios que afecta las células epiteliales
del intestino.medio de la abeja meliferas (Apis mellifera) y representa un reto para
la apicultura por, ehimpacto negativo que causa sobre las colmenas, es por esto que
se recomienda realizar su diagndstico oportuno y constante. Se han descrito
diversas metodologias -para el muestreo y estudio de Nosema en laboratorio. El
objetivo de este estudio™es. determinar el nivel de infeccidn de Nosema sp. en
colmenas, asi como el analisis:de posibles diferencias en el numero de esporas por
abeja de tres areas de la colmena (cria, tapa y piquera) mediante el conteo por
individuo de esporas bajo el microscopio, usando la metodologia de Fries (1984).
Las muestras fueron recolectadas«de los apiarios pertenecientes al Campus de
Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias=de la Universidad Autbnoma de Yucatan; se
muestrearon seis apiarios diferentes y de-eada apiario se escogieron en promedio
4 colmenas, de las cuales se tomaron 3 mueéstras de abejas obreras adultas; una
primera muestra de abejas perteneciente al area de cria, la segunda muestra se
tomo del area de la tapa y la ultima”muestra fue recolectada de la piquera. Los
resultados demuestran una diferencia significativa en’los niveles de infecciéon dentro
de las areas muestreadas y se determiné que el ‘area de cria presenta menor
cantidad de esporas por abeja y menor cantidad de abejas positivas a Nosema sp;
por otro lado, en el area de la piquera se encontraron los‘niveles mas altos de
esporas por abeja y abejas positivas, por ultimo, en el area de la tapa se encontraron
valores superiores a los encontrados en el area de cria, pero inferiores a los que

presentan las abejas del area de piquera

Palabras clave: Nosema sp., Nosemosis, Abeja africanizada, Apis mellifera.



ABSTRACT.

NeSema sp. It's a genre of microsporidia that affects the epithelial cells of the
midgut of the~adult honey bees (Apis mellifera) and represents a challenge for
beekeeping due» to the negative impact it causes on hives, therefore it is
recommended to-make a timely and constant diagnosis. Numerous methodologies
for sampling and study of Nosema in the laboratory have been described. The
purpose of this investigation is to determine the level of infection of Nosema sp. in
hives, as well as the analysis of possible differences in the number of spores per
bee from three areas of the_hive (brood, cover and the entrance of the hive) by
individual counting of spores under the microscope, according to the methodology
of Fries (1984). The samples were collected from the apiaries belonging to the
Campus of Biological and Agricultural«Sciences of the Autonomous University of
Yucatan; six different apiaries”were ‘sampled and from each apiary 4 hives on
average were chosen, from which 3 samples of adult workers bees were taken; a
first sample of bees belonging to the brood area; the second sample was taken from
the cover area and the last sample was collected\from the entrance of the hive. A
significant difference between the infection, levels ofythe three area sampled were
found and it was determined that the brood area has less spore per bee and less
positive bees to Nosema sp; On the other hand, the highest levels of spores per bee
and positive bees were found in the entrance area, and finally, in the area of the
cover, higher level of infection than those found in the brood, area were found,
nevertheless it is lower than that presented by adult bees sampled in the entrance

area.

Keywords: Nosema sp., Nosemosis, Africanized bee, Apis mellifera.



l. INTRODUCCION.

La apieultura es una actividad que se ha desarrollado a la par del crecimiento
de las civilizaCiones humanas, desempefando en primera instancia un papel
estrictamente alimenticio, posteriormente en rituales religiosos e incluso en
aplicaciones médicas, . usando la miel como preventivo en la aparicion de

enfermedades o antiséptico.

La Organizaciéon “de las Naciones Unidas para las Agricultura y la
Alimentacion (FAQO) declard en el ano 2016 el 20 de mayo como el dia mundial de
las abejas, debido al valor que estas tienen sobre la produccién alimentaria, ya que
se estima que una tercera parte de.los alimentos humanos son polinizados por

insectos, de entre los cuales destacan las abejas.

Es por esto que las abejas?Apis'mellifera son de gran importancia, ya que
ademas de producir miel, polen, cera'y otros productos, también tienen una marcada
aportacion al medio ambiente mediante la polinizacion de las plantas silvestres y en

la produccién de frutos en diversos cultivos agricolas.

Sin embargo las abejas se encuentran amenazadas por diversos factores
como lo son enfermedades, contaminacion, los efectos del cambio climatico, asi
como las malas practicas apicolas y agricolas, de entre las,cuales destaca el uso
de monocultivos e insecticidas y semillas transgénicas. $€ ymenciona que la
ausencia de las abejas supone dejar de disponer de alimentos como papas,
cebollas, fresas, coliflor, pimiento, café, calabazas, zanahorias,\manzanas,
girasoles, almendras, tomates y cacao. José Graziano da Silva, director de la FAO,
menciono en el afio 2016 que "Un mundo sin polinizadores seria un‘mundo sin
diversidad de alimentos, y a largo plazo, sin seguridad alimentaria” y afiade.que "sin

abejas seria imposible alcanzar la meta de un mundo sin hambre".



Guzman-Novoa y Correa-Benitez (2012) aseguran que “las abejas meliferas,
como®cualquier otro organismo vivo, son susceptibles a ser afectadas por una
variedad de enfermedades que pueden tener un efecto nocivo en el desarrollo y
productividad\de sus colonias” asi como en el aspecto econdmico, ya que estas
disminuyen Ia produccion de miel. Actualmente se conocen mas de 20
enfermedades dea abeja melifera, de las cuales menos de 10 son de verdadera
importancia economica,.una de las que demandan mayor vigilancia en la actualidad
es la Nosemosis, causada,por los hongos del Reino Fungo, Phylum Microsporidia,
Clase Dihaplophasea y genera Nosema; Nosema apis y Nosema ceranae, ambos

patdgenos microscopicos (Fries, 2006).

Las abejas Apis mellifera son-las de mayor importancia econémica dentro del
geénero Apis y se han extendido a tode’el mundo desde su lugar de origen en Europa
y Africa y junto con ellas se ha diseminado la Nosemosis, una enfermedad del tracto
digestivo de las abejas provocada por el'hongo Nosema apis y Nosema ceranae
(Klee et. al, 2007)

La Nosemosis es una enfermédad de importancia econdmica debido a su
capacidad de mermar la produccion de miel e in€luso de eliminar poblaciones
enteras de abejas. En el presente trabajo se estudiara la prevalencia de esta
enfermedad dentro de las colmenas, igualmente se analizara si existe diferencia
entre los niveles de infeccidn entre abejas obreras del area.de cria, obreras del area

de la tapa y obreras pecoreadoras.



II. OBJETIVOS.

24 Objetivo general.

Determinar los niveles de infeccion de Nosema sp. en abejas pecoreadoras

y en obreras del interior del nido de colonias de Apis mellifera africanizadas.
2.2. Objetivossespecificos.

¢ Identificar el nivel. de"infeccion por Nosema sp. en obreras del area de cria,
obreras de la tapa deda.colmena y en las obreras pecoreadoras.

e Analizar la diferencia en les-niveles de infeccion de Nosema sp. entre grupo
de obreras pecoreadoras; obreras del area de cria y obreras del area interna
de la tapa de las colmenas.

e Cuantificar el porcentaje’ de ‘abejas infectadas con Nosema sp. en las
muestras de pecoreadoras-tomadas/de la entrada de la colonia, en obreras

del area de cria y en la parte‘interna‘desda tapa de las colmenas.



Ill. ANTECEDENTES.

34, Apicultura en México.

En México las abejas Apis mellifera fueron introducidas a raiz de la
colonizacion del pais_por los espafioles, entre los siglos XVI a XVIII d.C. (Valadéz,
2004), ya que, aungue en la zona maya del pais se practicaba la crianza de abejas
desde la época prehispanica, esta se realizaba con abejas del genero Melipona,
pero debido a que las abejas meliferas tienen mayor productividad, las meliponas,
0 abejas sin aguijon, fueron sustituidas por los espanoles y se extendio la crianza
de abejas meliferas por el ‘territorio mexicano, favorecido en parte a su mayor

adaptabilidad a diversas regiones climaticas.

Se conocen mas de 20 enfermédades que afectan a las abejas meliferas
(Apis mellifera), sin embargo,menos de 10 representan una verdadera amenaza
para estos organismos (Guzmén,. 2012). .En México se presentan diferentes
afecciones, que son causadas por diversoszagentes causales como lo son acaros
(Varroasis, Acariosis), bacterias (Logue Americana y Loque Europea), hongos
(Nosemosis, Cria de Cal y Cria de Piedra) y virus (Cria Ensacada y Paralisis).
Aunado a estas 9 enfermedades tambien se debe prestar atencion en lo sucesivo
al pequeio escarabajo de la colmena (Aethina tumida M,); asi como diversas plagas

que pueden afectar a las colonias, como las polillas de cera; hormigas y moscas.

Segun el acuerdo mediante el cual se enlistan las enfermedades y plagas exéticas
y endémicas de notificacion obligatoria en los Estados Unidos Mexicanos, citado por
la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Social (SAGARPA) en 20157 en México se
consideran tres grupos de enfermedades que deben ser notificadas,desmanera

inmediata y obligatoria (Tabla 1).



Tabla 1# Grupos de enfermedades que deben ser notificadas de manera inmediata y
obligateriade acuerdo a la SAGARPA (2015).

Endémicas de notificacion

inmediata obligatoriay en
México
Enfermedades vy Plagas ¢ Nosemosis

e Loque Americana

Endémicas de notificacion
mensual obligatoria en

México

inmediata obligatoria en e_..Loque Europea
México e _\arroasis
Enfermedades vy Plagas e Aspergilosis

¢ ) Ascosferosis

Grupos Enfermedades Referencia
Enfermedades, (y Plagas e Acariosis. Acuerdo mediante el
Exéticas de “natificacion cual se enlistan las

enfermedades y plagas
exodticas y endémicas
de notificaciéon

obligatoria en los

Estados Unidos
Mexicanos, citado por
SAGARPA (2015).

En México se registrd por primera vez la Nosemasis en el afio 1965 en el

Distrito Federal, segun Fregoso Arriola y para el afio 1983 se determind que

Nosema apis se encontraba presente en 3.2% de las,/muestras de apiarios

comerciales en el estado de Yucatan (Tapia-Gonzalez et. al, 2017).

3.2. Produccién de miel en México.

Con base en los datos proporcionados por la Secretaria de_Agricultura,

Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA, 2018),.en.el afo

2017 la produccion nacional alcanzé las 50 mil 955 toneladas de mielf donde

noviembre y diciembre fueron los meses de mayor produccion, con nueve mil 477%y

ocho mil 48 toneladas de miel producidas a nivel nacional, respectivamente.




Purante el afio 2017 los estados de mayor produccidén de miel en el pais son:
Jalisco (5,814.8 ton.), Chiapas (5,324.21 ton.), Veracruz (4,707 ton.), Yucatan
(4,350.8"ton.) y Oaxaca (4,077.74 ton), segun los datos extraidos del Anuario
Estadistico de la Produccion Ganadera del afio 2017 del Servicio de Informacién

Agroalimentaria y-Pesquera.

La produccién de miel en el pais se mantuvo a la baja entre 1999 y 2012
(Magana et. al, 2016). Dentro de las causas de esta disminucion se consider¢ a la
africanizacion de las colmenas, la presencia de enfermedades como la Varroasis,

la Nosemosis y fendmenosinaturales como los huracanes.

Por otra parte, segun los_datos obtenidos de SAGARPA en 2017, la buena
calidad de la miel y los elevados volimenes de produccion interna son, entre otros
aspectos, condiciones que le dan algpais su vocacion exportadora. Dentro de los
paises destino de la miel producida en México se encuentran Alemania, Inglaterra
Suiza, Arabia Saudita y USA; dichas  exportaciones generan un ingreso promedio
anual de 55 millones de U.S. Ddlares, lo que”confirma que la apicultura es una
importante fuente de divisas. (SAGARPA;, 2009).



V. HIPOTESIS.

No"existe diferencia en los niveles de infeccion de Nosema sp. entre las
obreras recolectoras, las obreras del area de cria y las obreras del area interna de
la tapa de la coelonia, asi como tampoco se encuentran diferencias en el porcentaje

de obreras positivasra la Nosemosis entre las muestras analizadas.



V. MARCO TEORICO.

54 Anatomia de la abeja melifera.

La abeja Apis mellifera lleva una vida altamente especializada, se encuentra
provista de mecanismos y accesorios que le permiten llevar a cabo actividades tales
como incubaciony alimentacion de otras abejas, limpieza, ventilacion, proteccion de
la colmena y produccién de cera, entre otras. Una diferencia notable entre la abeja
melifera y el resto de l0s insectos es la densa capa de pelos con las que esta

cubierto su cuerpo (Dadant, 1975).

En la cabeza del insecto-se“encuentran los ojos, las antenas y los 6rganos
de alimentacion, esta area se encuentra unida a la proxima division del cuerpo, el
térax, por un cuello firme y flexible. El'térax y el abdomen estan constituidos por una
serie de anillos, llamados segmentos. El térax de la abeja, a diferencia de la mayoria
de los insectos, esta constituide” por cuatro segmentos denominados como el
protorax, mesotérax, metatérax y el propodéo: El térax esta unido al abdomen por

medio de una estructura conocida come pedungulo (Dadant, 1975).

De manera general, la abeja, como-los demas insectos presenta sistemas y
estructuras similares, como lo son el sistema nervioso,.rfeproductivo y locomotor,
pero debido a que el presente trabajo se centrara en la determinacion de los niveles
de infeccién de Nosema sp. el cual afecta al sistema digestive de las abejas, es
conveniente ahondar en las estructuras que componen dicho sistema, a fin de poder

entender con mayor claridad la importancia de dicho microsporidio.

El sistema digestivo de la abeja (Fig. 1) es un tubo que se extiende a:lo largo
de la abeja iniciando en la boca, atravesando el térax hasta llegar al abdoemen. La
boca es una estructura que esta situada en la pared baja de la cabeza, estaserabre
en una cavidad de la bomba de succion. La punta superior de la bomba se afina en
el esofago, que es una estructura delgada de forma tubular, con paredes

musculares que hace recorrer el alimento desde la boca al abdomen, atravesando



el cuello'y el térax; en la punta delantera del abdomen se alarga formando un saco
de paredes finas, conocido como el estbmago de miel o buche melario, debido a

que el uso que le da la abeja es el transporte de néctar, miel y agua (Dadant, 1975).

Eséfago.

Buche melario.

Intestino delgado.

Proventriculo.

Ventriculo:

Glandulas rectales.

N
Tubos de Malpighi.
Recto.

Figura 1. Anatomia del sistema digestivo de la abeja adulta. FUENTE: SNODGRASS (1910)



Posterior de esta porcion se encuentra el proventriculo, que es un
estrechamiento del canal con paredes rigidas, el cual funciona como aparato
regulador que controla la entrada del alimento al estbmago (Snodgrass, 1910). Su
extremo delantero sobresale como un grueso tapon hacia dentro del buche melario
e inmediatameénte-se encuentra el ventriculo o estomago verdadero, que es un saco
alargado, grueso y cilindrico que generalmente forma una curva en forma de S,
donde se realiza lasdigestion y absorcion del material alimenticio. Sus paredes
densas de forma circular-interiores estan compuestas por una gruesa capa celular
que tiene numerosos pliegues cruzados, lo cual aumenta la extension de la
superficie digestiva, ademas’que permite su expansiéon. Fuera de la pared celular
se encuentran una capa de fibras de musculos circulares que se encuentran
recubiertos por fibras en forma longitudinal. Dentro del estbmago se encuentra una
membrana peritrofica muy fina e irregular que forman una capa alrededor de la masa
de alimentos. La capa celularide la pared.del ventriculo segrega jugos gastricos y
enzimas; el producto de la digestion atraviesa la fina membrana peritrofica y es
llevado a través de la pared del estdmago directamente a la hemolinfa del insecto
(Dadant, 1975).

A continuacién del ventriculo ‘se encuentra el intestino delgado y
posteriormente la ultima seccion que es el recto o ampellarecta. El intestino delgado
puede encontrarse enroscado en diversas formas; y el reeto,-puede presentar forma
de pera y este a su vez contiene en la porcion anterior las‘glandulas rectales, que
son unas bandas de color blanquecino (Snodgrass, 1910). El intestino delgado
generalmente es una via de paso del material de desperdicio y para laabsorcion de
agua y el recto es una camara de depdsito para la retencion de materia fecal, hasta
que pueda ser evacuada fuera de la colmena (Dadant, 1975).

En la union del intestino delgado con el ventriculo se encuentra“un_gran
numero de tubos largos, con una forma parecida a hilos, que se conocen ‘Como
tubos de Malpighi, que fungen como 6rganos de excrecién que eliminan los residuos

del metabolismo de la hemolinfa, incluyendo sustancias nitrogenadas como las
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sales. Estos tubos recorren un trayecto muy largo dentro de la cavidad del cuerpo,
donde son bafiados directamente por la hemolinfa. Los productos que se descargan

al intestinos/son eliminados junto con los residuos de los alimentos.

Finalmente el sistema digestivo llega al exterior a través del ano, el cual se
encuentra ubicado en el ultimo segmento del abdomen de la abeja (Snodgrass,
1910).

5.2. Nosemosis.

La Nosemosis o Nosemtiosis es una parasitosis infecciosa causada por dos
especies de hongos de la clase-Microsporidia, Nosema apis y Nosema ceranae. Es
considerada una de las enfermedades mas importantes en las abejas adultas,

puesto que afecta obreras, reina y zanganos por igual.

Esta enfermedad fue descrita por-primera vez por el cientifico aleman Enoch
Zander en el afo 1909 y lo deScribio como,un parasito que infecta el epitelio
intestinal de las abejas meliferas y 1o denominé como Nosema apis, sin embargo la
primera observacion registrada de este ‘patdégenosfue realizada en 1857 por los

cientificos Donhoff y Leuckart (Fries, 1997).
5.2.1 Etiologia.

Los agentes causantes de la Nosemosis son los hongos Nosema apis y
Nosema ceranae, estas dos especies se encuentran clasificadas taxondmicamente
dentro del Reino Fungi y la Clase Microsporidia y, como todos los-miembros de esta
clase, presentan un comportamiento parasitario obligado, puesto que solo vive y se
reproduce dentro de las células epiteliales del ventriculo de las abejas:, Susprincipal
caracteristica es la formacion de esporas, las cuales actuan como su estadio de

resistencia (Guzman, 2012).
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lkos miembros de la clase Microsporidia son los protozoarios patégenos mas
importantes.debido a que tienen un impacto negativo en la produccion de insectos,

como las abejas (Fries, 1997).

Las esporas tienen la forma de corpusculos ovalados con unas medidas
aproximadas de4 a 6 p de largo por 2 a 4 p de ancho. Dichas esporas contienen un
esporoplasma donde ise ubica la forma vegetativa del parasito, la cual posee 2
nucleos y un filamento,,que se conoce como filamento polar, el cual se encuentra
enroscado y es 70 veces'mas largo que la espora (Guzman. 2012). La espora
dispone de un micropilo, el.etal se encuentra en uno de sus polos, este micropilo
realiza la funcion de permitir la salida de la forma vegetativa a través del filamento

polar (Guzman, 2012).

La supervivencia de la espora esta directamente relacionada a las
condiciones en las que se encuentre, ya-gue, aunque pueden permanecer viables
por muchos meses en heces ‘secas sobre”los panales, igualmente pierden su
viabilidad si se exponen a temperaturas_superiores a 40° C, inferiores a 0° C 0 a

fumigantes como el acido acético al 80%+(Guzman,.2012).
5.1.2. Epizootiologia.

La Nosemosis es considerada la enfermedad de_las abejas con el mayor
grado de distribucion a nivel mundial, esto debido a que se ha reportado su
presencia en todos los paises donde se practica la apicultura (Fries, 2013). A pesar
de presentarse en una vasta variedad de climas, se cree que la.enfermedad tiene
mayor impacto en zonas con clima templado, debido a que lasabejas tienen

periodos prolongados de encierro (Fries, 1997).
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En 1994, se detectd por primera vez el microsporidio Nosema ceranae, en
abejas asiaticas de Beijing, China (Fries, 1996) y, aunque dicho microsporidio
compartia /caracteristicas morfolégicas con N. apis al ser examinadas bajo el
microscopiof 'se determiné la diferencia genémica debido a divergencias en la
subunidades del RNA ribosomal (Klee et, al. 2007).

Hasta el 2006 se’creia que las abejas meliferas solo se veian afectadas por
la presencia de N. apis,’sin embargo, N. ceranae fue descrito por primera vez de

manera natural en muestras de abejas meliferas en Taiwan (Huang et. al, 2006)

Esta enfermedad se conoce en México desde la década de los 60’s (Novoa,
Benitez, 2012) publicandose los»primeros estudios en muestras recolectadas del

sureste mexicano por Guzman-Novaa, (1980).

Se cree que Nosema produce mayor impacto en climas templados debido a
los largos periodos de encierro_al que se/someten las abejas, En México no se
considera una enfermedad de gravedad debido al clima calido que predomina,
segun Wilson y Nunamaker (1983) citados por Fries (2013). Sin embargo, se debe
mencionar que la informacion referente.a la distribucion e impacto de la Nosemosis

en climas tropicales y subtropicales es escasa (Fries, 2013).

Existen ciertas condiciones que facilitan la transmisiéon de la Nosemosis,
entre las que se encuentran los panales contaminados ¢con excretas de abejas
infectadas, el empleo de equipo contaminado en las colmenas, el pillaje y la
adquisicion de reinas de un criadero enfermo, sin embargo, el agua de las flores y
vegetacion contaminada no han demostrado ser factores de impertancia en la

difusion de la enfermedad (Guzman, 2012).
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5:2.3. Patogenia.

Ensperiodos de encierro, como época de lluvia, frio o vientos, cuando las
abejas no‘pueden salir de su colmena por varias semanas o meses, defecan sobre
los panales contaminandolos con esporas, en caso de estar infectadas. Los panales
son limpiados por obreras jévenes, las cuales adquieren la enfermedad; las reinas,
a su vez, se contaminan al consumir jalea real proporcionada por abejas nodrizas
enfermas y los zanganos se infectan cuando reciben alimento de las obreras por
medio del mecanismo eonocido como trofalaxia, que consiste en un método de

alimentacién de boca en baca(Guzman, 2012).

El ciclo biolégico de Nosema (Fig. 2) se completa en aproximadamente de 7
dias y se caracteriza por la formacién,de esporas que constituyen el estadio inicial
y final del ciclo y que a su vez funge-eomo el vehiculo para la diseminacion de la
enfermedad. Posterior a su ingestion, las-esporas llegan al ventriculo o estomago
verdadero de la abeja, donde las secreciones gastricas provocan un aumento en la
presion osmoética en el interior de las-esporas, lo'que facilita la apertura del micrépilo
por donde sale el filamento polar que sefija a la pared de la célula epitelial (Guzman,
2012). El filamento polar es un tubo caoh luz, que“inyecta la forma vegetativa o
filamentosa de Nosema, al interior de la“célula epit€lial. Dentro de la célula, el
parasito pasa al estadio de planonte, el cual se alimenta‘y se reproduce en la célula;
posteriormente pasa al estadio de meronte, para después‘pasar al de esporoblasto
y finalmente al de espora. La célula epitelial es destruida por lisiss«una vez que esta
llena de esporas y estas son liberadas al lumen del tracto digestivo:Algunas esporas
liberadas, germinan e infectan a otras células epiteliales adyacentes,smientras que
otras pasan al recto donde se acumulan para ser liberadas con las heces)(Guzman,
2012).
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Pared celular.

1 Ndcleo.

Filamento polar.

Polaroplasto. Esporoplasma.

Célula
huésped.

Ndcleo de la célula
hospedadora.

o
MER®D G OWY

Figura 2. Ciclo biologico de"Nosema sps FUENTE: MEHLHORN (2007) FP= Filamento
Polar. EP= Esporoplasma. PC= Pared Celular. N= Nucleo.

En caso de que la infeccion de las.células épiteliales no cese por mejoria o
tratamiento, las abejas presentaran inhibicion de las<unciones digestivas con un
subsecuente debilitamiento y muerte prematura por inanicién, Nosema puede pasar
del tracto digestivo a otros érganos como los tubulos de Malpighi, tejido adiposo,
musculos toracicos, glandulas hipofaringeas y ovarios, causapdo_disfunciones en
todos estos 6rganos (Guzman, 2012). Las abejas obreras infectadas disminuyen o
cesan la produccion de jalea real, mientras que la reina reduce su’postura o sus
huevos son menos viables, como consecuencia se percibe una reduccién de la

poblacién de abejas, baja produccion y en casos severos perdida de la colonia.
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5:2.4. Signos clinicos.

LasNosemosis se caracteriza por la presencia de obreras temblorosas o
muertas alrededor de la colmena, igualmente se pueden presentar abejas con el
abdomen dilatado y materia fecal de color café en la piquera (Fries, 2013). En
colonias que presentan una infeccidn severa se presenta una disminucién en la
produccion de huevos)y’larvas, segun Bailey (1995) citado por Fries (2013), esto se
debe al decremento (de’las glandulas hipofaringeas en abejas infectadas, como
menciona Lotmar (1936,.1939) citado por Fries (1997)

Cuando la reina se infecta su capacidad de postura de huevos disminuye
debido a la degeneracion de los ovarios, segun Fyg (1945), Hassanein (1951) y Liu

(1992), citados por Fries (1997), estoprovoca que la abeja reina sea reemplazada.

Se han mencionado alteraciones fisiolégicas en las abejas debido a la
infeccion por Nosema, como son la reduccion en la capacidad de almacenar
proteinas en la grasa corporal (Lotmar, 1939),4a alteracion de la composicion de los
acidos grasos de la hemolinfa (Tomaszewska; 1979), asi como en el resto del
cuerpo (Roberts, 1968). Por ultimo, las_.células” carpora allata tambien se ven
afectadas (Liu, 1986), lo que produce una-alteraciénien’la regulacion hormonal y en
el comportamiento de las abejas infectadas, ya que se ha'descrito que obreras con
presencia de Nosema empiezan a pecorear a una edad temprana, en comparacion

con las que se encuentran sanas (Hassannein, 1953).

Fries (2013) asegura que en climas templados las colonias.con una infeccion
avanzada o severa tienen un decrecimiento en la cria de abejas yspresentan un

crecimiento desacelerado de la colonia, particularmente en primavera.
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Ubicacion.

VI. MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajo se llevd a cabo en los apiarios experimentales del

Departamento de Apicultura del Campus de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias
(CCBA), de la Universidad Autonoma de Yucatan (UADY), ubicado en el km 15.5

de la carretera Mérida=Xmatkuil, en el estado de Yucatan.

En la siguiente tabla.se muestra la georreferenciacion de cada apiario

ordenado alfabéticamente. Los.datos se registraron a la entrada de los apiarios, con

un GPS de exploracion eTrex 10, coelor amarillo, marca Garmin.

Tabla 2. Georreferenciacién de apiarios.

Coordenadas geograficas
Segundos (GMS). (GD).

20°51'51.7" N 89°36'44°4" W 20.864361 -89.612333
Africano

20°51'5.3" N 89°36'47.8" W 204851472 - 89.613277
Escuela

20°49'44 1" N 89°40'30.7" W 20.828916 -89.675194
Eulogio

20°52'15.8" N 89°40'25.5" W 20.871055 - 89.67375
Gallinero

20°48'19.6" N 89°39'17.4" W 20.805444 -89.654833
Texan

_ 20°48'55.9" N 89°38'53.5" W 20.815527 -89.648194

Victor
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Clima.del area de estudio.

ElLtipo de clima que se presenta en la zona es del tipo Awo (i) (g) (Orellanas
et.al, 2010); el.cual es calido, con lluvias en verano, presentando un porcentaje de
regular a bajo.en el indice de lluvias invernales, con poca oscilacion térmica vy

presentando un'maximo de temperaturas previo al solsticio de verano.
Procedimiento experimental.

Las muestras de abejas para este estudio fueron recolectadas de 6 apiarios
de abejas africanizadas en“tos’'meses de Septiembre a Octubre.

De cada colmena se tomaron muestras del area de cria, de la zona interior
de la tapa y de las abejas pecoreadoras que retornaban del campo, ubicadas en la
piquera.

Cada muestra fue colectada 'en un frasco con alcohol al 70% para su

conservacion y cada uno contenia un aproximado de 250 a 300 abejas.
Toma de muestra.

Después de seleccionar la colmena-a muéstrear se procedidé a aproximarse
a ésta evitando posicionarse frente a la entrada de la'misma para no obstruir la linea
de vuelo de las abejas y previo a levantar la tapa sesaplicé humo a la colonia,
igualmente se aplico de manera intermitente durante tedo el procedimiento de
muestreo para mantener controlada la colonia. Posteriormenterse_sacé el panal de
cria con ayuda de la espatula y, previo a recolectar a las abejas;y’se revis6 que no
se encontrara la reina en el panal, esto con el fin de evitar dejar huérfana a la
colmena. Después de confirmar que en el panal seleccionado no se encontraba la
reina se procedié a la toma de la muestra, esto con la ayuda de un frasco.deplastico
(250 ml) lleno hasta la mitad con alcohol al 70% y realizando un movimiento de
arriba hacia abajo con el frasco abierto cerca del panal pero sin tocarlo, para que

las obreras caigan al interior del frasco.
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Finalmente las muestras se trasladaron al Laboratorio de Sanidad Apicola

del CCBA para su registro y posterior analisis.
Diagnoéstico.de Nosema sp.

La manera'mas comun de determinar el promedio de esporas es usando un
hemocitometro, tal y.como se menciona en la metodologia de Cantwell (1970)
modificada por Fries”(1984). La cual explica que se debe realizar un macerado de
60 abddomenes en un* mortero con pistilo y 1 ml de agua destilada por abeja,
posteriormente se colocan dos gotas de la mezcla sobre la camara de Neubauer o
hemocitometro y se procede a_eontar el total de esporas encontradas dentro de la

camara.

Sin embargo, si se requiere tener mayor precision en el conteo, asi como la
proporcién de abejas infectadas, se determina analizando individualmente abejas
de la muestra tomada. Para determinar la/proporcién de abejas infectadas dentro
de una colonia se debe de hacer-un )jexameprindividual de las abejas siguiendo la
metodologia propuesta por Fries (2013), en‘la”cual se separa el ventriculo y el
abdomen de cada abeja, para esto se utilizan foreeps para sostener los segmentos
dorsales y ventrales, a continuacion se jala‘a porcion pasterior del canal alimenticio.
Después se macera el ventriculo utilizando un mortero_con pistilo y finalmente se

busca la presencia de esporas con la ayuda de un microscepio compuesto.

El nivel de infeccion se determinara de acuerdo a los parametros propuestos

por Jaycox (1990) que se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla No. 3: Parametros para determinar niveles de infeccion de Nosema sp. en una

muestra. (Jaycox, 1990)

Intensidad de la infeccion. No. de esporas (millones) por abeja.
Nula Menos de 0.01
Muy ligera 0.01-1.00
Ifigera 1.00-5.00
Regular. 5.00-10.00
Semi severa 10.00- 20.00
Severa Mas de 20.00

Analisis de laboratorio.

Para determinar el nivel de infeccion se utilizaron pruebas de laboratorio
siguiendo la metodologia de Fries (2013) en la cual se analizé de manera individual

la cantidad de esporas por abeja-

De cada frasco se tomaron 25 individdostdos cuales fueron analizados de la

siguiente manera:

e Se separo el abdomen del resto-de la abeja.

e Para diseccionar el intestino se sujeté el abdomen con unas pinzas de
diseccion mientras con otras pinzas se retiré lentamente la parte posterior
del sistema digestivo.

e Se depositd el intestino en el mortero y se adicioné 1Tml.de agua destilada
por abeja.

e Se macero durante un minuto.

e Se espero a que la muestra se sedimente, debido a que las esporas flotan
sobre la solucion y asi fue mas sencillo recolectarlas, evitando
contaminantes como polen o restos de tejido a la muestra al momento de

su observacion al microscopio compuesto.
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Se agregaron dos gotas del macerado a la camara de Neubauer.
(aproximadamente unos 10 pl)
Se posiciond la camara de Neubauer sobre el microscopio y usando el

aumento 40x se procedio a contar el numero de esporas.

21



VIl. RESULTADOS.

Se muestrearon 1,650 abejas distribuidas en tres areas de la colmena: Cria,
Tapa y Piquera. Registrandose 550 muestras en cada una de las areas, las cuales
fueron analizadas de manera individual bajo la metodologia de Cantwell (1970),
modificada por Fries (1984), con el fin de identificar si existen diferencias
significativas en los niveles del microsporidio Nosema sp. entre las tres areas de la

colmena y dentro deslas.mismas.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante un analisis de la Varianza
en el programa de analisis-estadistico Statistical Package for the Social Sciences
(por sus siglas en Inglés SPSS),~Version 23. En dicho analisis se observa una
diferencia significativa en los niveles de esporas de Nosema sp. ; entre los tres
distintos grupos de abejas de las.distintas areas de la colmena (Ver Tabla 3).

Igualmente, se presenta una diferencia significativa dentro de cada area.

ANOVA

Tabla 4. Analisis de la Varianza de Un Factor (ANOVA) en las tres areas de la

colmena.
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1.281E8 2| 64044947.812 45.107 .000
Intra-grupos 2.338E9 1647 1419834.486
Total 2.467E9 1649

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que en eldrea de cria se
encontraron positivas el 61% (336) del total de abejas muestreadas. En‘el«€aso del
area de tapa, se encontré que el 91% (503) de las abejas analizadas; tuvieron
presencia de esporas. Finalmente en el area de la piquera presenta“mayor
porcentaje de abejas positivas a Nosema sp., ya que del total de abejas
muestreadas en dicha area, el 96% (529) de los individuos presentd esporas ‘al
momento de observarlas al microscopio (Ver grafica 1).
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Prevalencia de Nosema spp por area de la colmena
A

Z,
S
400 O
N
. 4
" <

100

600

503

500
\J

Cria
m Tapa

m Piquera

Grafica 1. Prevalencia de Nosema su*g‘r argytla colmena.
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Considerando los resultados ob@os ?arlo (Ver Anexo B) se observo
una mayor presencia de esporas en Ias Jas adas del area de la tapa (0

a 9,447 esporas por individuo). Mientras que aquellas colectadas del area de cria

resultaron con valores menores (0 a 4,603). Las abejas xterior de la colmena
presentaron valores entre 0 y 7,386 esporas.
Adicionalmente al numero de abejas positivas al micros i0, se evaluo el

promedio de esporas por area de la colmena (Ver Grafica 2.). Se e tré en las
abejas del cria un promedio de 231, siendo el valor mas bajo. Mientr e el area
de la tapa se ubica con un promedio de 791 esporas y finalmente el pr@iio total

del area de la piquera es de 845 esporas, siendo este ultimo el valor mas ﬁo.

o

.
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O Promedio total de esporas por area de la colmena
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Gréfica 2. Promedio total ;wporas area de la colmena.
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VIII. DISCUSION.

Este .estudio demuestra la presencia de abejas con distintos niveles de
infeccion de Nosema dentro de las diferentes areas de la colmena. Tambien se
encuentra que del total de abejas muestreadas, las abejas del area de cria
presentan menorgprevalencia que las obreras pecoreadoras, esto se debe a la edad
de las abejas, como_mencionan Jack et. al (2016) y Smart y Sheppard (2012) en
sus estudio sobre prévalencia e intensidad de la infeccion de Nosema en abejas
meliferas de diferentes edades, donde tambien se menciona que se ha encontrado
mayor prevalencia en abejas pecoreadoras que en las abejas obreras al interior de

la colmena.

Otro factor, que junto a‘la®edad de las abejas, contribuye a una menor
presencia del microsporidio en obreras.del area de cria es el tiempo que le toma al
patdgeno para realizar su ciclosbioldgico completo en el interior del enterocito del
individuo infectado, siendo este-de 21 dias como menciona Guzman-Novoa y
Correa-Benitez (2012), ya que las.abgjas obreras aun no tienen suficientes dias de
nacidas, que son de 8 a 11 dias segunSmart-ysSheppard (2012), para mostrar las

esporas en la luz del intestino.

En México se han realizado pocos estudios', que determinen si las
precipitaciones, temperatura y altura de las regiones donde’se practica la apicultura
tienen alguna correlacién con los niveles de infeccién de Nosema. Tapia-Gonzalez
(2017) determin6 en un estudio realizado en el estado de Jalisco” que los factores
anteriormente mencionados no afectan la prevalencia de Nosema sp. en los apiarios
muestreados, por lo que se determind que en este estudio dicho facter'no se tome
en cuenta como variable al momento de analizar los resultados obtenidos. Sin
embargo, el clima ha demostrado ser un factor a tomar en cuenta én_diversos
estudios en zonas geograficas con estaciones del afio bien definidas, comoz€l.caso
de Alemania (Gisder, S. et. al, 2010), ya que las bajas temperaturas disminuyen el
porcentaje de germinacion de esporas, sin embargo, provoca que las abejas

permanezcan por periodos prolongados dentro de la colmena, lo que da como
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resultado la diseminacion de las esporas hacia las abejas jovenes a través de las

heces’de las obreras infectadas (Guzman, 2012).

Para‘nuestro conocimiento, este es el primer estudio que se realiza sobre el
nivel de infe€cion de Nosema sp. en abejas meliferas en el sureste mexicano
mediante contéo individual de esporas, ya que la literatura sobre el comportamiento

de la enfermedad en México es escasa.

La hipdtesis planteada se rechaza, debido a que si se encontraron diferencias
significativas entre los niveles de esporas en los diferentes estratos, siendo las
abejas pecoreadoras del ared.de la piquera las que presentan mayor numero de
obreras positivas a Nosema, asi como mayor numero de esporas promedio por area;
por lo que se comprueba que si_existe diferencia en los niveles de infeccion de
Nosema sp. entre las obreras recoléctoras, las obreras del area de cria y las obreras
del area interna de la tapa de la colonia, asi como tambien se encuentran diferencias
en el porcentaje de obrerasépasitivas ‘alf microsporidio Nosema sp. entre las

muestras analizadas.

A pesar de los resultados obtenidos por’Jack et. al (2016), donde se
menciona de los riesgos que conlleva realizar el conteo de esporas de muestras
compuestas de varias abejas, en nuestro estudio se demostrd una tendencia similar
a la demostrada por la metodologia de Fries (2013) (VerAnéxo B). Asi mismo, existe
evidencia (Jack et. al, 2016) que demuestra que para llegara un diagnostico mas
preciso de los niveles de infeccion, la opcion a usar es el @nalisis de muestras

individuales de abejas, aunque esto conlleve mas tiempo.

La prevalencia del microsporidio dentro de los apiarios”™ muestreados,
evidencia que las abejas en el area de cria presentan menor nivel dezinfeccion, a
diferencia de las abejas pecoreadoras, Jack et.al (2016) obtuvo resultados similares
al comparar la prevalencia e intensidad de Nosema en abejas de diferentes edades

dentro de la colmena.
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IX. CONCLUSION.

Como conclusion de este documento, se puede recalcar la importancia de
realizar diagnosticos mas especificos en las colmenas, a fin de determinar con
mayor eficacialy especificidad el estado sanitario de las mismas, con el propdsito
final de realizar los\tratamientos necesarios en favor de la prevencion de la infeccion
causada por Nosema sp. Asi mismo, es necesario hacer énfasis en la necesidad de
contar con laboratorios-apicolas que puedan prestar el servicio de diagnostico de
enfermedades de las a@bejas a productores en el sureste mexicano, a fin de dar

seguimiento a la situacién sanitaria de las colmenas con mayor facilidad.

Lo anterior presenta Unaylinea de investigacion, puesto que los datos
encontrados abren la posibilidad‘de un horizonte cientifico de busqueda mas amplio,
con miras a profundizar en el comportamiento del microsporidio Nosema sp. en el
sureste mexicano, a fin de _poder:establecer un protocolo de prevencion vy
tratamiento eficaz de la Nosemosis con el propdésito de reducir sus efectos negativos

en la salud de las colonias de la abeja melifera.
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X. GLOSARIO.

ABEJA_Insecto de aproximadamente 15 mm de largo, con abundante pilosidad o
pelos en el’cuerpo, con dos pares de alas transparentes cruzadas de nervios; vive
en colonias,(cada una de las cuales consta de una sola hembra fecunda, diversos
machos y numerosas obreras; habita en los huecos de los arboles, en las
oquedades de paredes rocosas, o en las colmenas que el ser humano le prepara, y

produce la cera y la-miel.

ABEJA REINA: Es la.unhica hembra fértii de la colmena que pone huevos
fecundados, los cuales dan-origen a abejas obreras infértiles y pone huevos no
fecundados que dan origen a _zanganos fértiles, por un mecanismo denominado

partenogénesis.

APICULTURA: Actividad dedicada a-la crianza de las abejasy a prestarles los
cuidados necesarios con el objetivo de-ebtener y consumir los productos que son

capaces de elaborar y recolectarstales come miel, polen y cera.

APIS: Es un género de himenopteros_ apidos que incluye las abejas productoras de

miel o abejas meliferas.

CAMARA DE NEUBAUER: La camara de Neubauer€s, un instrumento utilizado
en medicina y biologia para realizar el recuento de esporas_y células en un medio
liquido, que puede ser; un cultivo celular, sangre, orina, liquido

cefalorraquideo, liquido sinovial, etc.

CAMARA DE CRIA: Se denomina camara de cria al alza inferior, con su piso y
respectivo techo. El término indica que en su interior esta el nido de“cria de la

colonia.

COLMENA: Alojamiento o habitaculo que utilizan las abejas para protegerse,
reproducirse, y almacenar la miel y la cera; puede ser natural o fabricado por €l ser

humano.
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ENEERMEDAD: Alteracién leve o grave del funcionamiento normal de un

organismo o de alguna de sus partes debida a una causa interna o externa.

MICROSCQOPIO: Instrumento optico para ampliar la imagen de objetos o seres, o
de detalles de estos, tan pequefios que no se pueden ver a simple vista; consta de

un sistema deflentes de gran aumento.

NOSEMOSIS: Enfefmedad también conocida como Nosemiosis, es una parasitosis
del tracto digestivo defabejas adultas, causada por el hongo Nosema apis o Nosema

ceranae.

OBRERA: Las abejas obreras son las abejas hembras infértiles mas pequefias que

la reina y sus aparatos reproductores se encuentran atrofiados.

PARTEROGENESIS: Tipo de repraduccion sexual que consiste en el desarrollo de
una célula reproductora hastalegaria formarse un nuevo individuo, sin que se

produzca fecundacion.

PECOREO: Se llama pecoreo a la eonducta de'las abejas obreras de Apis mellifera
o abeja doméstica que recolectan “poten y ‘néctar de la flora apicola de un

determinado lugar geografico.

PIQUERA: La piquera es la abertura entre el piso y lascamara de cria, Por esta

abertura ingresan las abejas a la colmena.

PILLAJE: Es el robo de miel, principalmente presentado ‘cuando la abeja no

encuentra néctar y es atraida por la miel de colmenas vecinas.

TROFALAXIA: Es el mecanismo mediante el cual las abejas intercambian alimento
o se alimentan unos a otros. Esto es una alimentacion de boca en bocag’en la cual
los aparatos bucales de los insectos entran en contacto y traspasan entre'ellas los
nutrientes o sustancias de reconocimiento como las feromonas. Puede tener.lugar

entre dos adultos o entre adulto y larva.
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VUELKO DE ORIENTACION: Primer vuelo que realizan las abejas jovenes unos dias
después de emerger. Les permite integrar y memorizar los parametros geograficos
exteriores a‘la colonia para poder orientarse en futuros pecoreos. También permite

a la joven abeja ir a defecar al exterior de la colmena.

ZANGANO: Los zanganos son las abejas machos de una colmena; se desarrollan

en celdas mas grandes que las obreras y proceden de huevos sin fecundar.
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XII. ANEXOS.

ANEXO A. Tabla descriptiva del ANOVA.

Intervalo de confianza para la
< No. De Desviacién .
Area Media Error tipico media al 95% Minimo Méaximo
Individuos. tipica
Limite inferior | Limite superior

Cria 550 229.60 677.073 28.871 172.89 286.31 0 4603

Tapa 550 791.57 1414.700 60.323 673.08 910.06 0 9447
Piquera 550 845.96 1341.528 57.203 733.60 958.33 0 7386

Total 1650 622.38 12283:025 30.109 563.32 681.43 0 9447

Tabla 5. Tabla descriptivasdel ANOVA.

ANEXO B. Prevalencia de Nosema sp. por area de la colmena en los apiarios.

Prevalencia de Noséma spp. en apiario "Africano”.
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Grafica 3. Prevalencia de Nosema sp. en Apiario “Africano”. El area de la~colmena de
“Africano” que presenta mayor numero total de esporas es la tapa, con 77;275/esporas,
seguido de piquera con 56,651, quedando al final el area de cria con 32,059 eSporas.
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O Prevalencia de Nosema spp. en apiario

6 . "Escuela".
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Gréfica 4. Prevalencia de Nosema{‘ n Apiario “Escuela”. En el Apiario “Escuela” se
presenta mayor cantidad de esporas @I area de piquera con 125,502 esporas, mientras
el &rea con menos esporas totales es cr@n 22,441,

Prevalenci Nos Spp. en apiario

ulog
‘
70000
60000 O
50000 46,657
40000
30000
20000
9,142
10000
0
Cria Tapa quuer

Grafica 5. Prevalencia de Nosema sp. en Apiario “Eulogio”. En esta grafica 3;0
observa que el area de tapa presenta el mayor numero de esporas, con un total de O
57,312, mientras que el area de la piquera presenta 46,657 esporas. El area de cria

contrasta con las otras dos areas con tan solo 9,142 esporas contadas
L 2
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O Prevalencia de Nosema spp. en apiario
O . "Gallinero".
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Gréfica 6. Prevalencia de Nosema sp?&piario “Gallinero”. Esta grafica muestra
nuevamente al area de piquera c | mayor numero de esporas totales con 178,144,
seguido del area de la tapa con@z esp?. Nuevamente en el area de cria se
encuentran notoriamente menos e co solo 37,913.
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Grafica 7. Prevalencia de Nosema sp. en Apiario “Texan”. En este apiario el ar
mayor nimero de esporas nuevamente es la piquera con 41,926 esporas, seguido d
piquera esta el area de tapa con 31,684 esporas y de nueva cuenta el area de cria
presenta la menor cantidad de esporas con 8,341.
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O Prevalencia de Nosema spp. en apiario "Victor".
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Gréafica 8. Prevalencia de Nosem »en Apiario “Victor”. En esta grafica se ve una
distribucion mas proporcional de esp donde el area de piquera suma un total de
39,694 esporas, el area de tapa 32,29 telérea de cria 18,516.
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AN

C. Promedio de esporas por area de la colmena.
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Grafica 9. Promedio de esporas_de Nosema sp. por area en Apiario “Africano”.
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Promedio de esporas de Nosema sp.

“Eulogio”.
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Gréfica 11. Promedio de esporas d@sema sp. por area en Apiario “Eulogio”.
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Grafica 12. Promedio de esporas de Nosema sp. por area en Apiario “
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OPromedio de esporas de Nosema sp. por area en Apiario
“Texan”.
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Grafica 13. Promedio de esporaswosema Sp. por area en Apiario “Texan”.
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Grafica 14. Promedio de esporas de Nosema sp. por area en Apiario “Vi
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Determinacion de niveles de infeccion de Nosema sp. En
colonias de abejas africanizadas (Apis mellifera) de la regidn
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