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Resumen

Las deficiencias nutricionales, el uso de pesticidas y la presencia de patdgenos,
han provocado recientemente altas pérdidas de colonias de Apis mellifera en
Europa y EUA, ocasionando un fenomeno conocido como Desorden del Colapso
de las Colonias (CCD, por sus siglas en inglés). En los tropicos, no se ha
reportado la pérdida de colonias a causa del CCD; sin embargo para Yucatan y
otras regiones de importancia apicola, se ha registrado recientemente una mayor
prevalencia de patdgenos relacionados con este desorden, como el microsporidio
Nosema ceranae, y de los efectos negativos que esta nueva especie ocasiona
sobre la fisiologia y la produccion de miel en las abejas meliferas. En la presente
investigacion, se evalu6 el efecto de la infeccion de N. ceranae por medio de dos
concentraciones de esporas (10,000 y 50,000 esporas/abeja en 10 ul de jarabe de
azucar) sobre el comportamiento de forrajeo de abejas meliferas africanizadas
comparado con abejas no infectadas por N. ceranae (alimentadas con 10 pl de
jarabe de azucar/abeja), evaluando la edad al inicio de forrajeo, duracién del
comportamiento de forrajeo y longevidad de las obreras. Existieron diferencias
significativas para ambos niveles de infeccibn en comparacion con las abejas no
infectadas con esporas de N. ceranae. Ambos grupos infectados forrajearon
prematuramente (X+E.E.= 14.9+0.11 y 14.6+0.12 dias de edad) y presentaron una
menor duracién como abejas forrajeadoras (7.6+0.34 y 8.3+£0.35 dias) por su parte
las abejas libres de la enfermedad iniciaron el comportamiento de forrajeo a 22.7 +
0.14 dias de edad y obtuvieron una duracion de actividad como forrajeras de 9.59
+ 0.31 dias de edad. En relacién a la longevidad de las obreras, medida como la
edad en la que muere el 50 % de las abejas tratadas, se presentd una longevidad
menor en las abejas infectadas que en las abejas libres de la enfermedad (Log-
Rank Test X2= 274.08 p= 0.001), con valores de 21 y 31 dias de edad,
respectivamente; no existieron diferencias significativas entre ambos niveles de
infecciobn. El impacto negativo de N. ceranae sobre las variables del
comportamiento de forrajeo y longevidad evaluadas en esta investigacion son
semejantes al registrado en abejas de origen europeo, lo cual prueba la
susceptibilidad de las abejas africanizadas a esta enfermedad.

Palabras Clave: N. ceranae; Nosemosis; Forrajeo; Africanizada; Longevidad.
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Summary

Nutritional deficiencies, pesticides and pathogens have recently led to high losses
of Apis mellifera L. colonies in Europe and the USA, causing a phenomenon known
as Colony Collapse Disorder (CCD). In the tropics it is not reported CCD as the
cause of losses of colonies; however, there are recent records of the presence of
pathogens identified as possible causes of this phenomenon, as microsporidian
Nosema ceranae, and their negative effects on physiology and honey production of
Africanized honey bees in Yucatan. In this research the infection of N. ceranae was
evaluated using two concentrations of spores (10,000 and 50,000 spores/bee in 10
pl of sugar syrup) on the foraging behavior of Africanized honey bees compared to
the group of free bees infection (fed with 10 pl of sugar syrup/bee) on the foraging
behavior of Africanized honey bees through the onset and duration of foraging
activity and longevity. There were significant differences between the groups
infected worker bees with N. ceranae compared to the group of disease free; the
groups infected forage prematurely (XtE.E.= 14.9+0.11 y 14.6+0.12 days) and
they obtained a shorter duration of foraging activity (7.6+0.34 y 8.3+0.35 days) on
other hand disease free bees started foraging behavior to 22.7 £ 0.14 and they had
a duration of foragers activity for 9.59 = 0.31 days. In the evaluation of longevity, as
the age at which 50% of treated bees are killed, infected bees had lower longevity
than healthy bees (Log-Rank Test X2= 274.08 p= 0.001), with 21 and 31 days of
age, respectively; there were no significant differences between treatments of
infection. The negative impact of N. ceranae on variables of foraging behavior and
longevity evaluated in this study are similar to that recorded in bees of European
origin, which proves the susceptibility of Africanized bees to this disease.

Keywords: N. ceranae; Nosemosis; foraging; Africanized; longevity.
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1. Introduccion

La constante y drastica disminucién del niumero de colonias de abejas meliferas
registradas actualmente en los Estados Unidos y otros paises de Europa, han
llamado la atencion principalmente por los servicios de polinizacion de estas

abejas para importantes cultivos comerciales (Morse y Calderone, 2000).

Esta disminucion es provocada por diversas plagas, enfermedades y parasitosis
gue incluyen una diversidad de agentes causales como: virus, bacterias, hongos y
acaros. Tales agentes de manera individual, conjunta 0 en combinacion con el uso
indiscriminado de pesticidas y deficiencias alimentarias, estan ligados a un
fenémeno conocido como Desorden del Colapso de las Colonias (CCD por sus
siglas en inglés); el cual afecta la salud de las crias y de las abejas adultas asi
como el desarrollo y produccién de las colonias (Morse y Flottum, 1997; Evans y
Schwars, 2011; Evans y Schwars, 2011; Spivak et al., 2011).

Entre las parasitosis asociadas a esta pérdida de colonias se encuentra la
nosemosis, provocada por Nosema ceranae. Este patégeno es mas virulento en
comparacion con la especie N. apis, causando altas tasas de mortalidad de los
individuos debido a la mayor produccion de esporas infecciosas, afectando los
tejidos del tracto digestivo de las abejas (Huang et al, 2012; Huang et al., 2015).
Otros efectos ocasionados por este parasito se han registrado en el cambio de las
actividades de forrajeo asi como en la reduccion de la longevidad de las obreras;
efectos perjudiciales que en conjunto se cree provocan el colapso de las colonias
en climas templados (Furgala y Mussen, 1990; Forsgren y Fries, 2010; Fries,
2010; Goblirsch et al., 2013; Huang y Solter, 2013; Huang et al., 2015).

En México, no se ha reportado la pérdida de colonias a causa del CCD, sin
embargo existen registros de la presencia de la nosemosis desde 1965, y durante
las siguientes décadas hasta principios de 1980 se habia reportado una
prevalencia de 3.8% para esta parasitosis, lo cual no representaba un problema

para la apicultura a nivel nacional (Wilson y Nunamarker, 1993). A principios de



1990, se registro en Yucatan un aumento del 7.2% a un 14.4% en la prevalencia
de la nosemosis en apiarios comerciales durante un periodo de tres afios (Garcia-
Millan y Quezada-Euan, 1993; Carrillo, 1996), aunque sin generar riesgos para la

apicultura.

En 2004, muestras de abejas africanizadas colectadas originalmente en cuatro
estados del centro de México para determinar la distribucion de N. apis, registro la
presencia y prevalencia de N. ceranae en el 94% de las muestras analizadas
(Guzman-Novoa et al., 2011). Posteriormente, se registré en Yucatan una elevada
frecuencia de la nosemoisis en colonias manejadas y enjambres silvestres (74% y
53%, respectivamente; Martinez et al., 2011). Este aumento drastico suponia la
presencia de la nueva especie de microsporidio parasitando a las abejas de
Yucatan; lo cual fue confirmado en investigaciones posteriores, asi como los
efectos negativos de esta nueva especie de Nosema en la produccion de miel de
las colonias de abejas africanizadas en Yucatan (Medina-Medina et al., 2012;
Martin, 2013; Soto, 2014).

Actualmente, aun cuando existen evidencias de la presencia, establecimiento e
incremento drastico de los niveles de infeccion de la nosemosis en un corto
periodo en diferentes regiones de México, asi como el impacto de este parasito
sobre la produccién de miel en Yucatan; adn no se ha realizado ninguna
evaluacion sobre los efectos de la nosemosis causada por N. ceranae en el
comportamiento de forrajeo asi como en la longevidad de las abejas africanizadas;
ambos elementos son importantes para el establecimiento, reproduccion asi como

el aprovechamiento de las colonias de abejas africanizadas en Yucatan, México.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la influencia de la infeccion causada
por el microsporidio N. ceranae sobre el comportamiento de forrajeo, a través de la
evaluacion de la edad al inicio de forrajeo, duracién de la actividad del
comportamiento de forrajeo asi como la longevidad en abejas obreras

africanizadas (A. mellifera) bajo condiciones tropicales.



2. Marco teorico
2.1. Comportamiento de forrajeo en Apis mellifera

Entre los diferentes tipos de comportamiento que desarrollan a nivel individual y
grupal las colonias de A. mellifera, el comportamiento de forrajeo es béasico e
importante para el establecimiento, desarrollo y reproduccién de la colonia, ya que
dependen del néctar y polen para su supervivencia (Seeley, 1995; Michener, 2007;
Quezada-Euan, 2010; Konzmann y Lunau, 2014). La busqueda y almacenamiento
de estos recursos es cuidadosamente coordinada por miles de abejas obreras
conocidas como forrajeadoras, con el objetivo de satisfacer sus necesidades a
corto y largo plazo (Calderone y Johnson, 2002). Este grupo de individuos se
pueden especializar en la colecta de uno o mas recursos que son importantes
para el desarrollo de las colonias como el néctar y polen que brindan energia y
proteinas respectivamente, a los individuos inmaduros y adultos que conforman la

colonia (Fewell y Page, 1993).

En la colecta de néctar, existe una division marcada entre abejas forrajeadoras y
receptoras encargadas de la busqueda y almacenamiento de este recurso
energético en los panales y en cuanto al polen, se observa el mismo
comportamiento con excepcion de que las abejas que colectan el polen son las
mismas que almacenan este recurso en los panales de las colonias. En el
comportamiento de forrajeo, un subgrupo de abejas conocidas como exploradoras
se encargan exclusivamente de la busqueda de nuevos lugares para la colecta de
alimentos (Free, 1967; Seeley, 1995; Quezada-Euan, 2010).

2.2. Actividades internas y externas de abejas obreras

En la colecta del néctar, existe una interaccion entre abejas obreras de edad

intermedia que almacenan este recurso en los panales y abejas con mayor edad

gue son las forrajeadoras y que obtienen este recurso en el campo y que es

necesario para el desarrollo de la colonia. Abejas de edad intermedia (12 a 21

dias) realizan tareas de recepcion, procesamiento y almacenado de néctar dentro
3



de la colonia, mientras que fuera de la colonia las abejas forrajeadoras con una
edad mayor a los 21 dias se encargan de la colecta de alimentos y recursos

necesarios para la colonia (Johnson, 2010).

Dentro de la colonia, existe interaccion entre abejas de edad intermedia y abejas
forrajeadoras que comunican a traves de las danzas, la ubicacion de las fuentes
de néctar las cuales varian dia a dia. En épocas de abundantes flujos de néctar,
las abejas forrajeadoras reclutan a través de las “danzas de coleteo” y “danzas del
temblor” a abejas de edad intermedia para realizar actividades de colecta de
néctar de acuerdo a las demandas de la colonia (Seeley, 1995; Johnson, 2010).
Otro tipo de interaccion entre abejas de edad intermedia y abejas forrajeadoras, se
observa cuando las de edad intermedia seleccionan a las forrajeadoras que
poseen una mayor concentracion de azlcar en el néctar, para descargar este

recurso de mejor calidad (Seeley, 1995; Quezada-Euan, 2010).

2.3. Influencia de factores internos y externos en el comportamiento de

forrajeo

Diferentes factores internos y externos como la edad de inicio de forrajeo, los
recursos florales visitados, recursos colectados, tasas de reclutamiento,
preferencia floral, transferencia de informacion de sitios de forrajeo, condiciones
genéticas de los individuos, tamarfio de la poblacién, presencia de panales con cria
abierta, influencia del ambiente y diferencias estacionales, interactiian en conjunto
en la colecta, almacenamiento y aprovechamiento de los diferentes recursos que
son necesarios para el desarrollo, reproduccion y supervivencia de las colonias de
abejas (Winston, 1987; Fewell y Page, 1993; Hunt et al., 1995; Eckert et al., 1994;
Pankiw y Page; 2001; Calderone y Johnson, 2002; Adebayo et al., 2006; Sagili y
Pankiw, 2007; Hunt et al., 2007).

Los factores externos estan relacionados con las condiciones ambientales a las
cuales estan expuestas las abejas meliferas en el campo, las cuales influyen en

las actividades de busqueda, colecta y almacenamiento de recursos florales



(Norgate et al., 2010). Entre las variables ambientales que influyen la busqueda de
recursos florales se encuentran la temperatura ambiental, radiacion solar,
humedad relativa y velocidad del viento, los cuales son consideradas como los
principales factores ambientales que influyen en las actividades de forrajeo
(Adebayo et al, 2006).

Dentro de la colonia, diferentes condiciones se relacionan en la demanda y
busqueda de los recursos (néctar y polen) incluyendo principalmente las
condiciones genéticas, fisicas, quimicas y demograficas, las cuales rigen las
actividades de forrajeo para la colecta de néctar o polen, dependiendo de la
presencia de estos recursos dentro del nido y de las necesidades de la colonia
(Seeley, 1995). Uno de los principales factores internos de la colonia de los cuales
depende la colecta de alimento es la variacion genética, resultando en una
variacion entre obreras con tendencia a colectar polen y/o néctar de diversas
fuentes florales. Colonias que son genotipicamente mas diversas tienden a tener
diferentes preferencias en la colecta de recursos, la cual depende del estimulo que
reciben de las reservas en el nido y el consumo del néctar y polen (Fewell y Page,
1993; Page et al., 1998).

Asi también, la presencia o ausencia de alimento almacenado dentro de la colonia
tanto néctar como polen, provocan cambios en la tasa de colecta de alimento,
incluso efectos alternos como el cambio de actividades a edades tempranas
ocurren bajo estas caracteristicas (Fewell y Page, 1993). En la colecta de polen,
existen diferentes mecanismos que interactian en la obtencion de este recurso
como el efecto de espacios vacios en los panales (Free, 1967; Seeley 1995), asi
como el tamafio de la poblacion el cual juega un papel importante en la colecta de
alimentos debido a la presencia de cria abierta ya que a través de la comunicacién
guimica que emiten se regula la tasa de colecta de polen interactuando
directamente las larvas y abejas obreras forrajeadoras en la busqueda y colecta
de alimento (Eckert, et al., 1994; Pankiw et al., 1998; Pankiw et al., 2004; Sagili y
Pankiw, 2007; Trhlin y Rajchard, 2011).



Las actividades, factores y caracteristicas de este tipo de comportamiento
necesitan de la comunicacién entre los miembros de la colonia para realizarla de
manera organizada y eficientemente. Durante esta comunicacion entre las abejas,
interactuan sefiales quimicas, auditivas e incluso un tipo de comunicacion
considerado como uno de los mas complejos y mas estudiados del reino animal
que es el lenguaje a través de las danzas (von Frisch, 1967; Tautz, 2008), las
cuales en conjunto tienen como objetivo responder a las necesidades de la colonia

bajo diversas circunstancias (Gould y Grant, 1988; Beekman y Lew, 2007).
2.4. Comunicacion en las abejas meliferas

Los insectos sociales son capaces de integrar sus actividades coordinada y
colectivamente de tal manera que estas sean eficientes para la colonia, contrario a
lo que podrian lograr de manera individual y desorganizadamente (Winston, 1987).
La manera de integrar estas actividades es a través de la comunicacion y en la
abeja melifera, es definida como la transferencia de informacion y estimulos que
provocan respuestas fisiologicas y de comportamiento entre los individuos del
mismo nido, permitiendo una respuesta coordinada en la colonia como
consecuencia de las necesidades de la misma incluyendo la colecta de alimento y
otros recursos (von Frisch, 1967; Seeley, 1995; Griter et al., 2013).

Esta coordinacién ocurre principalmente a través de dos tipos de sefiales que
permiten la comunicacién entre individuos de un mismo grupo, como es el caso de
la abeja melifera que pueden transmitir informacion a traves del lenguaje quimico
o sefiales quimicas por olores y a través del lenguaje de las danzas. Ambas
sefales son transferidas dentro del nido y son utilizadas para la busqueda,
seleccion y colecta de recursos necesarios para la colonia (von Frisch, 1967;
Seeley, 1995; Farina et al., 2005; Slessor et al., 2005; Quezada, 2010; Griter et
al., 2013).



2.4.1. Lenguaje de danzas

La comunicacion a través de las danzas en las abejas meliferas ha sido uno de los
comportamientos del reino animal méas estudiado durante los ultimos 60 afos.
Fueron descubiertas y decodificadas por el cientifico Karl von Frisch (1967), el
cual observd que las abejas obreras poseian un Unico y fascinante
comportamiento por el cual comunicaban a sus compareras del nido la presencia,
calidad, olores, distancia y direccidon de las fuentes de alimento reclutando a otras
obreras a través de estas danzas (Griter y Farina, 2009; Gruter y Ratnieks, 2011;
Couvillon et al., 2012; Toufailia et al., 2013; Bray y Nieh, 2014; Couvillon et al.,
2014).

A partir de este descubrimiento, diferentes investigaciones han registrado diversos
aspectos relacionados con las danzas tales como la interpretacion y decodificacion
de estas danzas (Visscher y Seeley, 1982; Gil y De Marco, 2010; Couvillon et al.,
2012); los mecanismos de evolucion en la produccién de mensajes (Seeley et al.,
2000; Dornhaus y Chittka, 2004; Barron et al., 2007) y la recepcion de mensajes
(Riley et al., 2005; Tanner y Visscher, 2008; Tanner y Visscher, 2009).

Las danzas mejor descritas y mas estudiadas por von Frisch son conocidas como
la danza del circulo (round dance) y la danza de coleteo (waggle dance) (von
Frisch, 1967; Winston, 1987, Seeley, 1995; Tautz et al., 2004). Sin embargo,
existen otras danzas poco estudiadas tales como la danza dorso-ventro-
abdominal, también llamada danza de vibracion (shaking dance), la cual se
relaciona con el reclutamiento de abejas dentro de la colonia hacia la zona de
danzas induciéndolas para que salgan a forrajear. Otra sefial de comunicacién, es
la danza del temblor (tremble dance), relacionada con el reclutamiento de abejas
dentro de la colonia para la recepcion y el almacenamiento de néctar que son

transportadas a la colonia por las abejas forrajeadoras (Seeley, 1995).



2.4.2. Danza del circulo (round dance)

Este tipo de danza indica la direccion y distancia hacia la cual deben volar las
abejas reclutadas para obtener alimento, sin embargo la danza circular es menos
compleja respecto a la informacién que indica (von Frisch, 1967; Winston, 1987;
Seeley, 1995). La danza de circulo informa a las abejas que el recurso floral se
encuentra cerca del nido dentro de los primeros cien metros a su alrededor, de tal
manera que las abejas que reciben esta informacion realizan sus vuelos en un
radio de accidn menor a cien metros de distancia guiandose por el olfato, la vision

y el contenido de azucares del recurso floral de interés (Seeley, 1995).
2.4.5. Danza del coleteo (waggle dance)

Este tipo de danza se realiza a distancias mayores a los 100 metros de la colonia,
indicando la direccion, distancia y calidad de los recursos florales y puede ser
decodificada a través del registro de la informacion de las obreras que regresan al
nido indicado por la duracion del coleteo (distancia) y por la posicion en la cual
danzan las abejas en el panal (direccién) (von Frisch, 1967; Wiston, 1987, Seeley,
1995). En la danza de coleteo, una abeja obrera vibra su abdomen de lado a lado
conforme esta avanza en linea recta en una direccién (waggle run), doblando
hacia la derecha o izquierda y regresando al punto de partida para completar el
circulo (return phase), en este punto la abeja usualmente repite la fase “waggle
run” regresando nuevamente al punto de inicio, pero del lado opuesto (Couvillon et
al., 2012).

El circuito completo o también conocido como “ocho”, es realizado con un nimero
variable de repeticiones dependiendo de la calidad del recurso (Seeley et al.,
2000). Sin embargo, esta variacion no solamente se relaciona con la calidad del
néctar sino también con la direccion y distancia al momento de realizar la danza.
De esta manera, las abejas que siguen estas danzas también llamadas reclutas,
optan por tomar un promedio de la informacién que reciben para obtener una sola

distancia y direccion hacia el recurso que es mas atractivo para su colecta y que



esta siendo transmitido por la abeja forrajeadora (von Frisch, 1967; Dyer, 2002;
Tanner y Visscher, 2008; Couvillon et al., 2012).

La danza de coleteo es la Unica danza utilizada para la decodificacion de la
distancia y direccion de las fuentes de alimento debido a la precision de la
informacion que transmiten las abejas forrajeadoras danzantes a sus compaferas
de nido. Esta informacion es aprovechada para la decodificacion de danzas con el
objetivo de obtener la informacién mas exacta de la distancia y direccion de las
fuentes de alimento donde las abejas se encuentran forrajeando (Couvillon et al.,
2012; Couvillon et al.,, 2014). La direccibn de la fuente de alimento, es
decodificada observando dentro de la colonia la orientacion de la danza que
realizan las abejas sobre los panales con respecto al azimut solar o posicion del
sol. Por otro lado, la distancia es decodificada a través de la medicion del tiempo
de la fase intermedia de la danza de coleteo (waggle run), obteniendo un promedio
de tiempo el cual es utilizado para obtener la distancia que comunican las abejas
forrajeadoras danzantes a sus compafieras de nido (Schirch et al., 2013;
Couvillon et al., 2014).

Recientemente, se ha corroborado la interpretacion de esta informacion mediante
el entrenamiento de abejas marcadas utilizando alimentadores artificiales
instalados a diferentes distancias conocidas, grabando y reproduciendo las danzas
qgue realizan las obreras al regresar al nido para indicar cada distancia de la
fuente de alimento (Schirch et al., 2013; Couvillon et al., 2014). De esta manera,
se ha confirmado que entre las diferentes danzas identificadas asi como las
diferentes fases que componen la danza de coleteo, esta metodologia es hoy en
dia la mejor forma de interpretar la distancia y direccién de las fuentes de alimento
donde las abejas forrajean, a través de la decodificacion de estas danzas dentro

de la colonia.



2.5. Enfermedades de las abejas

La abeja melifera es una especie social particularmente vulnerable a diversos
micro y macroparasitos, debido a la cercania e interacciones sociales constantes
entre individuos dentro del nido (Naug y Camazine, 2002; Farnesi et al., 2009;
Simone-Finstrom y Spivak, 2010). Al igual que en los seres humanos, las abejas
Apis mellifera son afectadas por diversas enfermedades y parasitosis, las cuales
pueden llevar al colapso y muerte de toda la colonia cuando no son controladas a
tiempo. Estas enfermedades y parasitosis son mayormente causadas por diversos
agentes causales como bacterias, hongos, virus y acaros, y tanto el patégeno
como el hospedero poseen caracteristicas infecciosas y de defensa a través de las
cuales compiten por perpetuar su descendencia en una interaccion parasito-
hospedero producto de afios de evolucién (Fries y Camazine, 2001; Eberl et al.,
2014).

En las dltimas décadas, un incremento en la pérdida de colonias de abejas
meliferas ha representado una grave amenaza a la industria apicola alrededor del
mundo, aunado a los efectos por pesticidas, cambios ambientales, asi como los
diversos patdgenos que en conjunto son considerados como los principales
factores causantes de esta pérdida masiva de colonias (Kluser et al., 2010; Van
der Zee et al., 2012; Van der Zee et al., 2014). Aunque estas causas aun no son
del todo claras, se presume gque multiples parasitos y patégenos influyen en gran
medida en la desaparicion de las colonias (Van der Zee et al., 2014), y entre estos
factores se presume que el microsporido N. ceranae es uno de los principales
patégenos relacionados con el CCD debido a que afecta la fisiologia y el
comportamiento de las abejas infectadas (Higes et al., 2009; Neumann y Carreck,
2010; Botias et al., 2012; Botias et al., 2013; Higes et al., 2013; Van der Zee et al.,
2014).
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2.5.1. Nosema spp

La enfermedad conocida como nosemosis es una de las enfermedades mas
comunes en las abejas adultas y actualmente es causada por dos especies del
género Nosema: N. apis y N. ceranae (Microsporidio: Nosematidae) (Fries et al.,
1996; Klee et al., 2007; Chen et al, 2009 (1); Giersch et al., 2009; Martinez et al.,
2012; Huang y Solter, 2013). Este parasito afecta el tracto intestinal de las abejas
dafiando las células epiteliales del intestino medio también conocido como

ventriculo (Fries, 1993).

Se han descrito dos especies de Nosema (N. apis y N. ceranae) de las cuales N.
apis originalmente infectaba a Apis mellifera, mientras que N. ceranae infectaba a
Apis ceranae (Fries et al., 1996; Martinez et al., 2012). Sin embargo,
recientemente se ha observado que A. mellifera puede ser infectada por ambos
microsporidios separadamente o de forma conjunta (Higes et al., 2007; Martinez et
al., 2012; Huang et al., 2013). Evidencias recientes demuestran que N. ceranae se
encuentra desplazando a N. apis ya que se ha observado su presencia y mayor
prevalencia en Europa, Norte de Africa, Asia, Norte América y Centro América,
donde se habia reportado Unicamente la presencia de N. apis. Es importante
mencionar que dicho “desplazamiento” hoy en dia es motivo de discusién, debido
a que esta interaccion entre microsporidios aun no es clara (Martinez et al., 2012;
Mufioz et al., 2014; Gomez-Moracho et al., 2015).

2.5.2. Nosema ceranae

N. ceranae es un microsporidio perteneciente al género Nosema (Microsporidia
Nosematidae) de 4.4 x 2.2 um de tamafo, con el flamento polar presentando 18-
21 vueltas en el interior de la espora, son resistente a altas temperaturas lo cual
puede ocasionar alta virulencia en individuos parasitados en las zonas tropicales,
mientras que a bajas temperaturas presenta una baja tolerancia (Huang, 2011). Su
desarrollo biolégico comienza en el tracto digestivo del individuo al momento de

ingerir alimento contaminado, y la infecciébn ocurre sin distincion entre castas y
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Sexos aungque con una mayor virulencia en las obreras, ya que tienen mayor
contacto entre ellas dentro de la colonia a través de la transferencia de material

contaminado (Fries et al., 1996).

En el ventriculo donde la espora encuentra las condiciones favorables para
germinar, el filamento polar de la espora penetra las células epiteliales que
recubren esta porcion del intestino e inyecta el esporoplasma en la célula,
madurando en células madres llamadas merontes. En las primeras 24 horas
después de la infeccion, comienza la division nuclear seguida de la citocinesis, y
de esta forma el meronte se divide en varios merozoitos, que al alcanzar la
madurez se dividen en esporontes y cada esporonte se divide para formar

esporoblastos que al final maduran en esporas (Fries, 1993).
2.5.3. Efectos de la nosemosis causada por N. ceranae

Los dafios causados por la hosemosis en las abejas meliferas han sido descritos
para ambas especies de Nosema, sin embargo, existen diferencias en los efectos
de esta parasitosis dependiendo de la especie de microsporidio. La diferencia
principal entre N. apis y N. ceranae es la mayor virulencia de N ceranae en
comparacion con N. apis, asi como su resistencia a altas temperaturas y falta de
fluctuaciones estacionales en los niveles de infeccion (Higes et al., 2007), lo cual
beneficia el establecimiento y desarrollo de las esporas de N ceranae en las
abejas meliferas en la mayor parte del afio en las regiones tropicales.
Adicionalmente, se ha observado un efecto negativo de N. ceranae sobre el
aprendizaje en las obreras infectadas afectando la orientacién y ubicacion de sus
nidos y sitios de alimentacién, asi como una reduccion en su longevidad (Mayack
y Naug, 2009; Kralj y Fuchs, 2010; Goblirsch et al., 2013).

En relacién a su respuesta inmune, en las abejas infestadas con N. ceranae se ha
observado una disminucion de la respuesta inmunoldgica ante la presencia de
agentes bioldgicos infecciosos como bacterias y no biolégicos, como pesticidas, lo

gue repercute en las poblaciones de las colonias condenando asi al colapso de
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colonias infectadas con esta especie de microsporidio (Higes et al., 2008; Antinez
et al., 2009; Alaux et al., 2010; Paxton, 2010; Vidau et al., 2011).

Otros efectos negativos de N. ceranae en las obreras incluyen el forrajeo
prematuro, la reduccion del periodo de forrajeo asi como una reduccion en la
longevidad de las abejas meliferas infectadas (Furgala y Mussen, 1990; Kralj y
Fuchs, 2010). Estos efectos estan acompafiados por cambios en la division de
trabajo dentro de la colonia, asi como en el comportamiento de forrajeo de tal
manera que las abejas obreras no cumplen con el tiempo dedicado a cada una de
sus tareas dentro y fuera del nido en comparacion con las abejas sanas
(Woyciechowski y Kozlowski, 1997; Johnson, 2010; Kralj y Fuchs, 2010). Trabajos
realizados recientemente con abejas meliferas de climas templados han
presentado efectos similares cuando son infectadas con la especie N. ceranae
como el forrajeo prematuro, menor periodo de actividad de forrajeo, asi como una
alta mortalidad de abejas forrajeadoras, tanto en condiciones de laboratorio como
condiciones de campo (Kralj y Fuchs, 2010; Goblirsch et al., 2013).

2.5.4. Situacion de la nosemosis causada por N. ceranae a nivel mundial y en

México

La dispersion de la nosemosis causada por N. ceranae se ha registrado desde
mediados de la década de los 90°s, afectando a las abejas meliferas de diferentes
regiones templadas (Fries et al., 2006; Higes et al., 2006; Klee et al., 2007) El
primer reporte de la identificacion de esta especie fue descrito en 1994 por Fries et
al., (1996) en la abeja asiatica Apis ceranae. A partir de este descubrimiento, se
registrd la presencia de este microsporidio en diferentes regiones de Europa,
afectando a las colonias debido a la mayor frecuencia y prevalencia de la
enfermedad y se estima que la contaminacion con este microsporidio se produjo a
principios de 2010 (Klee et al., 2007).

El primer reporte en Europa se registré en colonias de Espafia (Higes et al., 2006),

posteriormente en una analisis de 115 muestras colectadas en diferentes regiones
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del mundo, se constatd la presencia de N. ceranae en América en paises como
EUA y Brasil, en Asia (Viethnam) y en Europa (Dinamarca, Finlandia, Alemania,
Grecia, Serbia, Espafia y Suecia) desde el 2004 (Klee et al., 2007). Sin embargo,
en trabajos posteriores utilizando muestras de 1995 a 2007 se detectd a N.
ceranae infectando colonias de abejas meliferas de EUA, Canada asi como
Australia (Chen et al., 2008; Williams et al., 2008; Giersch et al., 2009).

En México, existen registros de la presencia de la nosemosis desde 1965; durante
las siguientes décadas hasta principios de 1980 se habia evaluado la presencia de
nosemosis en el pais, reportando una prevalencia de 3.8% en colonias,
concluyendo que no representaba un problema para la apicultura a nivel nacional
(Wilson y Nunamarker, 1993). A principios de 1990 se registré6 en Yucatan una
aumento de un 7.2% al 14.4% en la prevalencia de nosemosis en apiarios
comerciales en un periodo de tres afios (Garcia-Millan y Quezada-Euan, 1993;
Carrillo, 1996), aunque sin generar riesgos para la apicultura.

En 2004, muestras de abejas africanizadas, originalmente para determinar la
distribucion de N. apis en cuatro estados del centro de México, registré la
presencia y prevalencia de N. ceranae en el 94% de las muestras analizadas
(Guzman-Novoa et al., 2011). Mas tarde en Yucatan, se registr6 una elevada
frecuencia del 74% y 53% de nosemoisis en colonias manejadas y enjambres
silvestres respectivamente (Martinez et al., 2011). Este aumento drastico suponia
la presencia de la nueva especie de microsporidio parasitando a abejas de
colonias en Yucatan; lo cual fue confirmado en investigaciones posteriores asi
como los efectos del nuevo patdégeno en la produccion de miel en colonias de
abejas africanizadas en Yucatan (Medina-Medina et al., 2012; Martin, 2013; Soto,
2014).
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2.5.5. Nosema ceranae y su relaciéon con el Desorden del Colapso de
Colmenas (CCD)

A partir del descubrimiento y descripciébn de N. ceranae, en 1994 (Fries et al.,
1996), en la abeja asiatica Apis ceranae, diversos estudios relacionados con su
clasificacion, virulencia, distribucion y su impacto en las abejas A. mellifera, fueron
ma&s notables ante el surgimiento de evidencias de este patbgeno como un posible
causante del CCD (Fries et al. 2006; Klee et al., 2007; Higes et al., 2008; Higes et
al., 2009). Aunque N. ceranae no es considerada como el principal agente causal
del CCD, en Espafia se han reportado altas cargas parasitarias de este
microsporidio en algunas regiones y se ha asociado con la pérdida de poblaciones
de abejas meliferas, lo cual ha generado nuevas perspectivas a cerca de la
relacion de este patdgeno con el fendmeno del colapso de las colonias (Higes et
al., 2007; Cox-Foster et al., 2007; Paxton, 2010).

En regiones tropicales como la Peninsula de Yucatan, no se ha reportado la
pérdida masiva de colonias debido a las infecciones por N. ceranae o pérdida de
colonias con los signos caracteristicos del CCD. Sin embargo, la presencia de esta
especie de microsporidio se ha incrementado en las infecciones de abejas en
Yucatan, asi como en su prevalencia de las colonias infectadas (Vargas, 2010;
Martin, 2013; Soto, 2014). Este panorama abre un nuevo escenario ante los
posibles efectos de este parasito en las colonias de abejas meliferas africanizadas
bajo condiciones tropicales, creando asi un escenario ideal que permita obtener
nuevas evidencias de la influencia de esta parasitosis a nivel individual y de

colonia.
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3. Objetivos e Hipotesis

3.1. Objetivo General

Evaluar la influencia de Nosema ceranae sobre el comportamiento de forrajeo en
abejas obreras africanizadas (A. mellifera L.) mediante el inicio y la duracion de la
actividad de forrajeo, asi como su longevidad de las obreras bajo condiciones

tropicales.

3.2. Objetivos especificos

1.- Determinar la edad de inicio del comportamiento de forrajeo en abejas obreras

sanas e infectadas con N. ceranae.

2.- Determinar el efecto de N. ceranae sobre la duracion del comportamiento de
forrajeo de las abejas obreras africanizadas (A. mellifera) bajo condiciones

tropicales.

3.- Determinar el efecto de N. ceranae sobre la longevidad de las abejas obreras

africanizadas (A. mellifera) bajo condiciones tropicales.
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3.3. Hipotesis

1.- Abejas obreras africanizadas infectadas con N. ceranae inician el
comportamiento de forrajeo a edades prematuras en comparacion con abejas

sanas bajo condiciones tropicales.

2.- La parasitosis causada por N. ceranae disminuye el tiempo de actividad de
forrajeo de abejas obreras africanizadas a diferencia de abejas sanas bajo
condiciones tropicales.

3.- La infeccién con N. ceranae en las abejas obreras de origen africanizado
reduce la longevidad en comparacion con abejas sanas bajo condiciones

tropicales.
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Resumen

En la presente investigacion se evalud la influencia de la infeccion con dos
concentraciones de N. ceranae (10,000 y 50,000 esporas/abeja en 10 pl de jarabe
de azucar), sobre la edad de inicio y duracion de la actividad de forrajeo, asi como
la longevidad de abejas meliferas africanizadas en comparacion con abejas libres
de la infeccion (alimentadas con 10 pl de jarabe de azlcar/abeja). Existieron
diferencias significativas entre ambos niveles con abejas infectadas comparado
con el grupo de abejas sanas, sin embargo no existieron diferencias significativas
entre tratamientos de infeccibn; ambos grupos infectados forrajearon
prematuramente (X+E.E.= 14.940.11 y 14.6+0.12 dias) y tuvieron una menor
duracion de actividad de forrajeo (7.6+£0.34 y 8.3+£0.35 dias). En la evaluacién de
longevidad, se presentd una longevidad menor en las abejas infectadas que en las
abejas sanas (Log-Rank Test X2= 274.08 p= 0.001), con valores de 21 y 31 dias
de edad respectivamente; no existieron diferencias entre ambos niveles de
infeccién. El impacto negativo de N. ceranae sobre el comportamiento de forrajeo
y longevidad evaluadas en esta investigacion son semejantes al registrado en
abejas de regiones templadas, lo cual prueba la susceptibilidad de las abejas

africanizadas a esta enfermedad.
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1. Introduccion

La nosemosis causada por Nosema. ceranae influye negativamente en el sistema
inmune de las abejas meliferas, causando altas tasas de mortalidad de los
individuos debido a la mayor produccion de esporas infecciosas que afectan
rapidamente los tejidos digestivos y sistema nervioso de las abejas meliferas, a
diferencia de la infecciébn causada por la especie N. apis (Huang et al, 2012;

Huang et al., 2015).

Otros efectos negativos de esta enfermedad se han registrado en el cambio de las
diferentes actividades de forrajeo asi como en la reduccion de la longevidad en las
obreras (Woyciechowski y Morén, 2009; Goblirsch et al., 2013); Estos efectos
negativos sobre la fisiologia, comportamiento y longevidad, pueden ocasionar el
colapso de las colonias de abejas meliferas en climas templados, desarrollando el
fenbmeno conocido como Desorden del Colapso de las Colonias (CCD por sus
siglas en inglés) (Furgala y Mussen, 1990; Forsgren y Fries, 2010; Fries, 2010;

Goblirsch et al., 2013; Huang y Solter, 2013; Huang et al., 2015).

En México asi como en regiones tropicales como Yucatan, las pérdidas de
colonias a causa del CCD no han sido observadas. Sin embargo, en afos
recientes se ha documentado la presencia, establecimiento e incremento en la
frecuencia y prevalencia de N. ceranae, debido posiblemente a las altas
temperaturas de la region, asi como también se ha evaluado el impacto de este
parasito sobre la produccion de miel en Yucatan (Gisder et al., 2010; Martinez et

al., 2011; Medina-Medina et al., 2012; Martin, 2013).
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Actualmente, existen evidencias de los efectos negativos de la nosemosis
causada por N. ceranaea en la fisiologia, comportamiento y longevidad de las
abejas meliferas de climas templados, asociados al CCD en diferentes regiones
del mundo. Sin embargo, aun no se ha realizado ninguna evaluacion sobre los
efectos de la nosemosis causada por N. ceranae sobre el comportamiento de
forrajeo ni en la longevidad de abejas meliferas africanizadas; ambos elementos
son importantes para el establecimiento, reproduccion asi como el

aprovechamiento de las colonias de abejas africanizadas en Yucatan México.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la influencia de la nosemosis causada
por el microsporidio N. ceranae, sobre la edad de inicio y duracién de la actividad
del comportamiento de forrajeo asi como de la longevidad en abejas meliferas

africanizadas bajo condiciones tropicales.

2. Materiales y métodos

2.1. Sitio de estudio

Este trabajo fue realizado durante el periodo de Marzo de 2014 a Febrero de 2015
en el Departamento de Apicultura de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Autbnoma de Yucatan, ubicada en Xmatkuil, Yucatan,

México.
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2.2. Identificacion de esporas de N. ceranae

Con la finalidad de confirmar que N. ceranae es la especie de microsporidio que
se encontraba infectando a las abejas africanizadas de los apiarios
experimentales, se procedié a colectar abejas obreras adultas bloqueando las
piqgueras de 21 colonias de las cuales se obtuvieron cerca de 100 abejas
forrajeadoras adultas provenientes del campo. Estas abejas fueron colocadas en
frascos plasticos con alcohol al 70% para su preservacién y transporte al

laboratorio del Centro de Investigaciones Regionales Dr. Hideyo Noguchi.

En el laboratorio, se procedi6 a macerar 60 abdémenes frescos de abejas por
cada muestra (Fries et al., 1984), a los cuales se le agregaron 30 ml de agua. El
producto del macerado se filtr6 con ayuda de una tela de malla tipo tul con
agujeros de 0.2 mm x 0.2 mm, y se utiliz6 1 ml de la solucion filtrada y se colocé
en viales de 1.5 ml, para posteriormente centrifugar por 5 minutos a 5,000 rpm,
decantando el sobrenadante para obtener el concentrado de esporas (Klee et al.,

2007; Chen et al., 2009).

Posteriormente, debido a que la espora de Nosema spp. presenta una exoespora
resistente, se requiri6 de un tratamiento especial para romperla y exponer el
material genético y extraer el ADN (Chen et al., 2009). Para ello se congel6 el
concentrado introduciendo la muestra en nitrégeno liquido durante 10 segundos.
El concentrado se pulverizé con una punta de micropipeta estéril (Klee et al., 2007;

Chen et al., 2009).
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La extraccion del ADN se realiz6 mediante los protocolos descritos por

Chomczynski y Sacchi, 1987; INVITROGEN, 2014 (Anexo 1).

Para la identificacion de la presencia de ADN de Nosema en las muestras de
abejas se utilizé el analisis de PCR punto final, basandose en el alineamiento de la
secuencia conservada de la pequefia subunidad (SSU) del gen 16S del ARN
ribosomal (ARNr) (Chen et al., 2007) (Anexo 2). Se consideraron muestras
positivas a Nosema sp., N. ceranae y N. apis, los amplificados de 208, 250 y 401

pb, respectivamente (Chen et al., 2007).

2.3. Determinaciéon del origen genético de las obreras provenientes de las

colonias experimentales

La determinacion del origen genético de las colonias consistié en el analisis de
ADN mitocondrial por medio de RFLP’s, a través del cual se pudo determinar el
miotipo ya sea de origen africano o europeo. Se amplificaron por PCR los
fragmentos de la unidad citocromo-oxidasa | (COI) y el fragmento de la unidad
ribosomal (ARNIs). Estos fragmentos fueron digeridos respectivamente por las
enzimas de restriccion Hincll y EcoRI (Sheppard y Smith, 2000; Dominguez, 2009)

(Anexo 3).

Los fragmentos digeridos con EcoRI que presentaron una longitud de 480-484 pb
se consideraron como miotipo europeo del este, mientras que los fragmentos
digeridos con Hincll que presentaban fragmentos de 440-590 pb fueron

considerados como colonias con miotipo europeo del oeste. Colonias que no
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presentaran fragmentos en los procesos de digestion fueron consideradas como

colonias con miotipo africano (Hall y Smith, 1991; Dominguez, 2009).

2.4. Instalacion de colmenas de observacion para evaluar el comportamiento

de forrajeo

Se instalaron tres colmenas de observacion de madera (60 cm x 30 cm x 4.5 cm)
con paredes de cristal a ambos lados. Se dispusieron tres orificios utilizados como
respiraderos asi como un orificio con funcion de entrada conectada al exterior a

través de un tubo de plastico de 30 cm de longitud por 5 cm de diametro.

Las tres colmenas de observacion se establecieron con dos panales tipo
Langstroth  conteniendo miel, polen, cria abierta, cria operculada,
aproximadamente 5,000 abejas adultas y una reina joven provenientes del apiario
experimental de la FMVZ. Las abejas reinas utilizadas en este trabajo fueron
medias hermanas apareadas libremente, lo cual redujo la variabilidad genética que

puede influir en las observaciones.

2.5. Obtencién de esporas de N. ceranae, infeccién y marcacion de abejas

obreras

A través de los resultados de biologia molecular se registré la presencia de N.
ceranae en siete colonias del apiario experimental. Con base a estos resultados,
las abejas utilizadas en los experimentos de infeccién procedieron de cuatro

colonias identificadas con la presencia de N. ceranae. Las colonias fueron tratadas

38



con Fumagilina®, administrando 1.2 g del producto en 1 L de jarabe de azucar

(2:1) como medio de aplicacion semanal, durante un mes (Higes et al., 2007).

Este tratamiento se implement6 Unicamente a estas colonias, con el objetivo de
obtener panales de abejas obreras proximas a emerger libres de la enfermedad.
La eficacia de la Fumagilina® se ha evaluado en abejas africanizadas en Yucatan,
obteniendo una reduccién significativa en los niveles de infeccion de esta

parasitosis en las colonias tratadas con este antibidtico (Vargas, 2010).

Los panales tratados fueron incubados en una camara de crecimiento ambiental
(Line® modelo 850 H) a 36° C con una humedad relativa (RH) del 70 % durante 24
horas antes de que las abejas emergieran de las celdas con la finalidad de contar
con abejas recién emergidas de 1 a 3 dias de edad. Las abejas se mantuvieron sin

alimentacion durante una hora previo a la infeccion.

Para obtener el concentrado de esporas, necesario en la infeccién, se utilizaron
las tres colonias restantes infectadas con N. ceranae. El concentrado se obtuvo
colectado 200 abejas forrajeadoras, mediante el uso de una red entomolégica y
bloqueando las entradas (piqueras) de las colonias seleccionadas (Human et al.,
2013). En laboratorio, se filtraron las esporas con el mismo procedimiento

implementado en la identificacion de la especie.

Al obtener el concentrado se procedio a realizar el conteo de esporas a través de
una camara de Neubauer calculando la cantidad de esporas por microlito (Human

et al., 2013; Fries et al., 2013). Se establecieron los tres tratamientos del
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experimento: dos niveles de infeccion de 10,000 y 50,000 esporas de N. ceranae
en 10ul de jarabe de azucar (solucién de sacarosa al 50% v/v) por cada abeja y el
grupo control, tratadas con 10ul de jarabe de azucar por abeja pero sin esporas de
N. ceranae (libres de la enfermedad). Se utilizaron dos niveles de infeccion para
identificar si existian o no diferencias entre ambos tratamientos con N. ceranae.
Por otro lado a través de ambos niveles de infeccion es posible registrar los
efectos de la parasitosis causada por N. ceranae sobre las abejas meliferas

(Goblirsch et al., 2013; Soto 2014; Eiri et al., 2015).

La infeccion de las abejas se realizd utilizando una micropipeta de 10 pl,
suministrando de forma oral el jarabe y utilizando puntas plasticas distintas por
cada abeja. Las obreras que no consumian el jarabe con el tratamiento fueron

desechadas (Higes et al., 2007; Kralj y Fuchs, 2010; Goblirsch et al., 2013).

Se tuvieron tres repeticiones por cada tratamiento (cada tratamiento de 60 abejas).
Las abejas de cada tratamiento fueron introducidas en cada una de las tres
colonias experimentales (540 individuos) y en total se inocularon 1,620 obreras

recién emergidas.

Las abejas utilizadas en los tres tratamientos fueron marcadas posterior a la
infeccion utilizando placas plasticas numeradas y con diferentes colores
(Opalite®), con la finalidad de diferenciar a los individuos pertenecientes a cada

uno de los diferentes tratamientos (Human et al., 2013).
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Finalmente, las abejas fueron almacenadas durante 24 horas dentro de una
camara de crecimiento ambiental (Line® modelo 850 H), a una temperatura de 36°
C con una humedad relativa (RH) del 70 % colocadas en cajas experimentales de
madera (Scheiner et al., 2013). Estas cajas tenian una dimension de 10x10x8cm
con malla metélica en la parte posterior y un cristal deslizable en la parte frontal,
cada caja tenia una perforacion superior y otra lateral, y en ambas perforaciones

se coloco un vial con capacidad de 1.5 ml con jarabe de sacarosa al 50 % v/v.

Este manejo se realizd6 con la finalidad de descartar individuos muertos por el
manejo durante el proceso de infeccidon y marcacion. Después del periodo de 24
horas los grupos o cohortes de abejas infectadas y el control fueron introducidos
en cada una de las colonias experimentales hasta cumplir el niamero de
repeticiones para cada tratamiento en cada una de las tres colonias. Este

procedimiento se realiz6 durante un periodo de 15 dias.

2.6. Variables registradas

Para obtener los dias de inicio de actividad de forrajeo se realizaron censos diarios
implementando un muestreo de barrido; este consisti® en observar
cuidadosamente las abejas marcadas en ambos panales y a ambos lados de las
tres colmenas experimentales (Kolmes, 1984). Los registros del comportamiento
se realizaron todos los dias durante un periodo de 45 dias, durante las primeras
horas de la mafana. En cada dia, se realizaron cinco observaciones de 20
minutos en cada una de las colmenas de observacion hasta cubrir una hora (en

total tres horas al dia), y las observaciones se alternaron sin seguir un orden.
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Para registrar el inicio de forrajeo se verificd que las obreras marcadas ingresaran
a la colonia con cargas de polen, realizaran transferencia de liquidos (néctar o
agua), asi como transferencia de informacion a través de danzas (danza del
circulo o la danza de coleteo) debido a que estas actividades estan relacionadas

con el comportamiento de forrajeo (Natsopoulou et al., 2015).

Por otro lado, la longevidad de las obreras se obtuvo contabilizando los dias que
vivian los individuos marcados pertenecientes a cada uno de los tratamientos
durante un periodo de 45 dias. Las observaciones se realizaron de manera similar
a como se registro el inicio de forrajeo, sin embargo, estas observaciones se
realizaron al final del dia para asegurar el mayor nimero de observaciones de
abejas que durante el transcurso del dia podrian haber estado forrajeando. Esta
variable se registré con la ausencia de los individuos marcados dentro de las
colmenas. Se consider6 muertos a los individuos después de cinco dias de
ausencia dentro de la colmena, sin embargo si los individuos con cinco dias de

ausencia se visualizaban de nuevo, se continuaba contabilizando su longevidad.

La duracién de actividad de forrajeo se obtuvo con los datos de los dias de inicio
de actividad de forrajeo asi como con los datos de dias de longevidad registrados
durante todo el periodo de observacion para cada obrera; con la finalidad de
evaluar la diferencia en las actividades de forrajeo de las abejas infectadas y

sanas de los tres tratamientos (Arathi et al., 2000).

42



2.7. Andlisis estadisticos

El inicio de la actividad de forrajeo asi como la duracion de esta actividad entre
abejas sanas e infectadas fueron analizadas a través de un analisis de varianza de
dos vias (Tratamiento y Colonia); y se utiliz6 una prueba mdultiple de rangos a
través de la prueba HSD de Tukey para comparar las diferencias entre las medias
de ambos factores. Los datos del inicio de la actividad de forrajeo fueron
transformados a logaritmo®® para cumplir con los supuestos de distribucién normal
de residuos y homogeneidad de varianzas. Todos los valores son reportados
como promedio + un error estandar. La longevidad de abejas obreras sanas y
enfermas fueron comparadas a través de una prueba de Ranqueo (Log-Rank Test;
Machin et al, 2006). Los datos fueron analizados utilizando el paquete estadistico

STATGRAPHICS Centurion version XV (StatPoint Inc, 2006).
3. Resultados
3.1. Identificacion de esporas de N. ceranae

A través de la prueba de PCR punto final, aplicada a las abejas obreras
africanizadas de las 21 colonias, se constat6 la presencia de N. ceranae en todas
las colonias evaluadas (Figura 1A). Mientras que N. apis se registré en 14 colonias
(Figura 1B) pertenecientes al apiario experimental. Es importante mencionar que
en algunas colonias se registraron infecciones mixtas, sin embargo, siete colonias

presentaron infecciones unicamente con N. ceranae.
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3.2. Origen genético de las abejas de las colonias experimentales

El analisis del ADN mitocondrial, constatd la presencia de bandas de restriccion
caracteristicos de las abejas de origen africano (Apis mellifera scutellata) las
cuales fueron predominantes en tres de las cuatro colonias evaluadas (C1, C2 y
C4); una de las colonias (C3) amplificé a miotipo de abejas europeas del Este (EE)
(Figura 2). Las tres colonias que presentaron bandas de restriccion caracteristicos
de las abejas de origen africano fueron utilizadas en este trabajo para evaluar la
infeccion de N. ceranae sobre las variables relacionadas con el comportamiento

de forrajeo.

401 pb

250 pb

100 pb 100 pb

Figura 1.- Resultados de la Prueba de PCR punto final para determinar la especie de Nosema
infectando a colonias del apiario experimental. C- = control negativo; N. ¢ = Nosema ceranae;
N. a = Nosema apis; M Marcador molecular 100 pb. A. Positivo para N. ceranae, 250 pb; B.
Positivo para N. apis, 401 pb.
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3.3. Nosema ceranae y su efecto en el inicio de comportamiento de forrajeo

Se registro el inicio de actividades de forrajeo durante un periodo de 45 dias. Se
observaron un total de 1,030 individuos de los cuales 421 pertenecieron al grupo
control (sin infeccion), 309 al T1 (infectadas con 10,000 esporas) y 300 individuos

para el T2 (infectadas con 50,000 esporas).

B AL REREANLG e

1028 pb

Figura 2.- Resultados del analisis del ADN mitocondrial para la identificacion del origen
genético de las abejas obreras utilizadas en esta investigaciéon. Gel con los fragmentos
amplificados de los genes COIl y LsRNA y digeridos con Hinc Il y Eco RI respectivamente. M=
Marcador; 1028 pb y 964 pb corresponde a abejas africanizadas; 480 pb corresponde a abejas
europeas del este.
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Los resultados del andlisis de varianza de dos vias constaté la existencia de
diferencias significativas entre ambos factores (abejas infectadas y no infectadas).
El factor tratamiento presento diferencias significativas (F2,1030 = 1398.32; p =0.001)

(Cuadro 1), y a través de una prueba HSD de Tukey se obtuvieron las diferencias

Cuadro 1. Efecto de tratamiento y colonia sobre el inicio de actividad de forrajeo de las

abejas meliferas africanizadas bajo infeccion de N. ceranae.

Fuente G.L. Suma de Media Valor F Valor p
cuadrados cuadratica
Tratamiento 2 15250.3 7625.15 1398.32 0.001
Colonia 2 205.079 102.54 18.80 0.001
Interaccion 4 22.7867 5.69666 1.04 0.383
Residuos 1021 5567.6 5.45308
Total 1029 21300.8
corregido

La p<0.05 indica diferencias significativas.

estadisticas entre las medias de los tres tratamientos.

En grupos de obreras infectadas con diferentes niveles de esporas de N. ceranae,
realizaron un forrajeo prematuro a edades similares a diferencia de las abejas
libres de la enfermedad. Las abejas obreras infectadas con 10,000 esporas
iniciaron esta actividad a los 14.9 £ 0.11 dias de edad, mientras que las obreras
infectadas con 50,000 esporas iniciaron sus actividades de forrajeo a los 14.7 +

0.12 dias de edad. Por el contrario, las abejas libres de la enfermedad iniciaron
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sus actividades de forrajeo a los 22.7 + 0.14 dias de edad (Figura 3). Estos
resultados indican que las abejas infectadas independientemente del nidmero de
esporas inoculadas, inician sus actividades de forrajeo a edades similares, y con

aproximadamente ocho dias de diferencia que las abejas no infectadas.
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Figura 3.- Medias y errores estandar de dias de inicio de actividad de forrajeo entre las
abejas infectadas y las abejas libres de la enfermedad (p= 0.001). No se registraron
diferencias entre los tratamientos con abejas infectadas. Abejas libres de la enfermedad
(TO), abejas infectadas con 10,000 esporas (T1) y abejas infectadas con 50,000 esporas
(T2). Letras diferentes representan diferencias significativas entre los tres tratamientos.

El factor colonia presentd diferencias estadisticas (Fz21030 = 18.80; p =0.001)
(Cuadro 1). A través de una prueba HSD de Tukey se obtuvo las diferencias entre

las medias de las colonias. Las abejas pertenecientes a la colonia 1 y 2
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forrajearon prematuramente a los 17.8 + 0.22 dias y 17.6 + 0.25 dias a diferencia
de las abejas de la colonia 3, las cuales forrajearon a los 18.8 + 0.27 dias. No
existieron diferencias significativas en la interaccion de los factores Tratamiento y

Colonia (Cuadro 1).

3.4. Duracion de la actividad de forrajeo

Los resultados del andlisis de varianza de dos vias constatd la existencia de
diferencias significativas entre ambos factores (abejas infectadas y abejas sanas).
Se observaron diferencias significativas en la duracion de la actividad de forrajeo
entre las abejas infectadas y las abejas no infectadas (Fz21028 = 9.07; P <0.001)
(Cuadro 2). A través de una prueba HSD de Tukey se registraron las diferencias
estadisticas entre las medias; y los resultados indican que las abejas obreras
infectadas con N. ceranae presentaron un menor periodo de actividad de forrajeo
(T1= 7.7 £ 0.34 dias; N= 308 y T2= 8.3 + 0.35 dias; N= 297) comparado con las
abejas no infectadas las cuales presentaron una duracién de la actividad del

forrajeo de 9.59 £ 0.31 dias (N= 423; Figura 4).

Estos resultados indican que abejas africanizadas infectadas con dos diferentes
niveles de concentracién con esporas de N. ceranae no presentan diferencias
estadisticas entre ellas, sin embargo comparando ambos de infeccién con las
abejas sanas, se registré un dia de diferencia en la duraciéon de la actividad de

forrajeo.
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Se registro un efecto de la colonia en la duracion de actividad de forrajeo (F2,1028 =
35.99; P <0.001) (Cuadro 2). A traves de una prueba HSD de Tukey se obtuvo las
diferencias entre las medias de las colonias. Las abejas pertenecientes a la
colonia 3 tuvieron un tiempo de actividad de forrajeo menor de 6.34 + 0.29 dias a
diferencia de las colonias 1 y 2 con tiempos de actividad de forrajeo similares de
9.63 + 0.34 y 9.91 + 0.32 dias, respectivamente. No existieron diferencias
significativas en la interaccion de factores Tratamiento y Colonia (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de Tratamiento y Colonia sobre la duracién de la actividad de forrajeo de

las abejas meliferas africanizadas bajo infecciéon de N. ceranae.

Fuente G.L. Suma de Media cuadratica Valor F Valor p
cuadrados
Tratamiento 2 609.595 304.797 8.49 0.001
Colonia 2 2665.54 1332.77 37.10 0.001
Interaccién 4 326.753 81.6883 2.27 0.059
Residuos 1019 36604.3 35.9217
Total 1027 40124.4
corregido

La p<0.05 indica diferencias significativas.

3.5. N. ceranae y longevidad de las abejas obreras africanizadas

Se registrd la longevidad de 1,528 individuos pertenecientes a los tres
tratamientos considerando a las obreras que marcadas, e introducidas en las
colonias de observacion. Las abejas infectadas tuvieron una menor longevidad a

diferencia de las abejas libres de la enfermedad. Las abejas pertenecientes al T1
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(10,000 esporas, N= 483) presentaron una menor longevidad a diferencia del

grupo control (N=561) (Figura 5 Log-Rank test X2= 267.05 p= 0.001).
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Figura 4.- Letras diferentes indican diferencias significativas entre los dias de
actividad de forrajeo de ambos tratamientos de infeccién (10,000 esporas (T1) y
50,000 esporas (T2)) con el grupo control con un nivel del 95% de confianza. (p=
0.001).

Las abejas obreras del T2 (50,000 esporas, N= 484), registraron también una
menor longevidad comparado con el grupo libre de la enfermedad (Figura 5 Log-
Rank Test X?= 274.08 p= 0.001). No existieron diferencias estadisticas entre
ambos niveles de infeccion (Figura 5 Log-Rank Test X2= 0.037 p= 0.847). La edad
en la cual se obtuvo el 50 % de mortalidad de las obreras fue de 22 dias para las

abejas del T1y T2 y de 31 dias para las obreras del grupo control.
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Figura 5.- Las abejas meliferas africanizadas pertenecientes a los tratamientos con
diferentes niveles de infeccion tienen una longevidad menor a diferencia de las
abejas del tratamiento control. La edad a la cual se obtiene un 50 % de las muertes
para los grupos con diferentes niveles de infeccion (T1 y T2) fue a los 22 dias,
mientras que el 50 % de las muertes registradas en las abejas libres de la
enfermedad (TO) se presento hasta el dia 31.

4. Discusion

Los resultados obtenidos a través de las pruebas de biologia molecular confirman
la presencia de la especie de microsporidio N. ceranae infectando a las abejas
africanizadas en Yucatan. Asi también, se identificd el origen genético africano de

las colonias utilizadas durante esta investigacion.
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4.1. Nosema ceranae y su efecto en el inicio de comportamiento de forrajeo

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que existieron diferencias en
el comportamiento de forrajeo de las abejas infectadas y las abejas libres de la
enfermedad. Asi también, se observo que no existen diferencias significativas para
el inicio de forrajeo entre los tratamientos de infeccion con esporas de N. ceranae
(10,000 y 50,000 esporas), indicando que las abejas enfermas por N. ceranae se
ven afectadas de manera similar para esta caracteristica independientemente de
la cantidad de esporas que reciben en la infeccion inicial. En la presente
investigacioén se observo que las abejas infectadas de ambos tratamientos, inician
las actividades de colecta de alimentos (polen y néctar) y las danzas para indicar
los sitios de forrajeo ocho dias antes de que este comportamiento sea registrado

en las abejas libres de la enfermedad.

Woyciechowski y Morén (2009), registraron los efectos negativos de N. apis en el
inicio de forrajeo de las abejas infectadas. Los resultados obtenidos por estos
autores son similares a los obtenidos en este trabajo ya que observaron que las
abejas infectadas con N. apis comenzaron iniciaron sus actividades de forrajeo de
5 a 11 dias antes que las abejas libres de la enfermedad, lo que indica que
independientemente de la especie de Nosema utilizada en la infeccion, las abejas
enfermas realizan las actividades de forrajeo prematuramente en comparacion con
las abejas libres de la enfermedad. Por otro lado, investigaciones realizadas con
infecciones mixtas (N. apis y N. ceranae) han registrado efectos similares en el

inicio de forrajeo a edades prematuras (6 a 7 dias) comparado con abejas obreras
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no infectadas (Kralj y Funchs, 2010). Recientemente, ante la presencia de la
nueva especie N. ceranae infectando a las abejas de origen europeo, se evalud el
inicio de forrajeo utilizando infecciones con inoculaciones de 10,000 esporas por
abeja; los resultados obtenidos en promedio fue de ocho dias de diferencia para

esta actividad en comparacion con el grupo control (Goblirsch et al., 2013).

Las condiciones de infeccidn asi como los resultados obtenidos por Goblirsch et al
(2013), se asemejan a obtenidos en esta investigacion, lo cual aparentemente
indica que sin distincidn entre el origen genético de las abejas (abejas europeas o
abejas africanizadas), la infeccion causada por N. ceranae tiene una influencia

negativa en el inicio de actividad de forrajeo.

4.2. Duracién de la actividad de forrajeo

En promedio se observé que bajo condiciones tropicales de Yucatan, las abejas
africanizadas libres de la infeccion por N. ceranae forrajearon un dia mas a
diferencia de las abejas enfermas. Los resultados indican diferencias significativas
entre ambos niveles de infeccion (10,000 y 50,000 esporas) y las abejas libres de

la enfermedad.

Los resultados de los efectos de la nosemosis en la duracion de la actividad de
forrajeo bajo condiciones de climas templados, se han observado en abejas
meliferas de origen europeo infectadas con ambas especies de microspordios (N.
apis y N. ceranae) (Woyciechowski y Morén; 2009; Goblirsch et al.,, 2013).
Woyciechowski y Mordn, (2009) registraron una diferencia en la duracién de la
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actividad de forrajeo de aproximadamente 20 dias entre abejas enfermas con tres

diferentes niveles de infeccién con esporas de N. apis y las abejas sanas.

Por su parte, Goblirsch et al., (2013) registraron efectos similares con N. ceranae
entre individuos sanos y enfermos con una diferencia de tiempo de actividad de
forrajeo de aproximadamente 18 dias. Estos resultados son similares a los
obtenidos en esta investigaciéon debido a que en ambos trabajos se utilizo la
misma especie del patdégeno (N. ceranae), asi como el mismo nivel de infeccién
(10,000 esporas), en contraste los dias del tiempo de actividad son diferentes (1
dia en abejas africanizadas y 18 en abejas europeas) debido a la diferencia en el
ciclo de vida de las subespecies de abejas meliferas (Winston et al 1981; Winston,

1992; Martin y Medina, 2004).

4.3. N. ceranae y longevidad de las abejas obreras africanizadas

En relacion a la longevidad, donde resultados indican diferencias significativas
entre ambos niveles de infeccion (10,000 y 50,000 esporas) las abejas libres de la
enfermedad, en promedio las abejas sanas vivieron 10 dias mas que las abejas
enfermas; no se registraron diferencias significativas entre ambos tratamientos de
infeccion. EI 50 % de las abejas muertas infectadas con ambos niveles de
infeccion se registraron a los 21 dias; a diferencia, del 50 % de las abejas muertas

libres de la enfermedad a los 31 dias (Figura).

Woyciechowski y Morén (2009), evaluaron los efectos de N. apis en la longevidad
de las abejas meliferas europeas bajo condiciones templadas, utilizando tres
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diferentes niveles de infeccion. Observaron que entre los tratamientos no se
registraron diferencias significativas en la longevidad, sin embargo existieron
diferencias de 8 a 15 dias en la longevidad con el grupo control. Por lo tanto, el
50% de las muertes en los tres diferentes tratamientos se registraron
aproximadamente a los 15, 18 y 24 dias, mientras que el 50% de las muertes del

grupo control se present6 a los 35 dias.

Por su parte Goblirsch et al., (2013) mediante experimentos de longevidad con N.
ceranae registré una diferencia aproximada de 12 dias de longevidad entre abejas
libres de la enfermedad y abejas infectadas con 10,000 esporas por abeja.
Registrando el 50% de pérdida de individuos infectados aproximadamente a los 17
dias a diferencia de las abejas del grupo control, las cuales registraron el 50% de
muertes hasta los 29 dias. Estos resultados son semejantes a los registrados en
mis observaciones con abejas africanizadas y bajo condiciones tropicales, con una
diferencia de aproximadamente 2 dias de longevidad bajo las mismas condiciones

de infeccion (10,000 esporas), experimento y el patdgeno (N. ceranae).

Recientemente Eiri et al., 2015 evalu6 el efecto de N. ceranae en la longevidad de
abejas de origen genético europeo bajo condiciones de laboratorio expuestas a
dos diferentes niveles de infeccion de 10,000 y 40,000 esporas por abeja asi como
un grupo testigo; esta investigacion se realizd inoculando las esporas de N.
ceranae en la etapa larval. Los resultados indicaron diferencias significativas entre

los grupos infectados y el grupo control, al alcanzar el 75 % de mortalidad de los
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individuos infectados a los 14 dias con 10,000 esporas, 13 dias con 40,000

esporas y 18 dias en el grupo control.

Aunque existe diferencia de las condiciones de infeccion y de subespecies de
abejas meliferas utilizadas entre los trabajos realizados por Eiri et al., (2015) y
esta investigacion, los efectos negativos en la longevidad fueron similares;
registrando mayores efectos en la disminucion de la longevidad de abejas

enfermas con N. ceranae a diferencia de las abejas sanas.

Los resultados de esta investigacion demuestran la existencia de efectos
perjudiciales de la parasitosis causada por N, ceranae sobre las abejas meliferas
africanizadas en el comportamiento de forrajeo asi como en el ciclo de vida lo cual
puede influir negativamente en el desarrollo y produccion de las colonias. Los
efectos de la nosemosis sobre la produccion de miel han sido evaluados en
colonias de abejas de climas templados, obteniendo una menor produccion de
miel en colonias con altos niveles de infeccion por N. ceranae (Fries, 1993;
Guzman-Novoa, 2010). En Yucatan Martin (2013), realizé una evaluacién similar
utilizando colonias de abejas meliferas africanizadas, registrando baja produccién

de miel de colonias de Yucatan infectadas con altos niveles de N. ceranae.

El efecto de esta parasitosis sobre las abejas meliferas africanizadas de climas
tropicales es similar a los registrados en abejas de climas templados sin embargo
actualmente no se han observado sintomas relacionados con el CCD bajo
condiciones tropicales; debido probablemente a las condiciones climaticas que

influyen en la fluctuacion de los niveles de infeccion (Gisder et al., 2010) asi como
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a una mayor resistencia de las abejas africanizadas a las enfermedades tal como
se ha observado en presencia de otros patdgenos como el acaro V. destructor

(Guzméan-Novoa, et al., 1999; Medina y Martin, 1999; Martin y Medina, 2004).

Esta aparente resistencia ha sido reportada por Santos et al., (2014) en colonias
de abejas meliferas africanizadas donde se registro alta prevalencia e incidencia
de nosemosis causada por N. ceranae en distintas regiones de Brasil. A pesar de
los resultados obtenidos, los autores reportan la ausencia de sintomas
relacionados con el CCD. Estas evidencias suponen la existencia de mecanismos
fisiolégicos, de comportamiento asi como del ciclo de vida en las abejas meliferas
africanizadas que podrian evitar que la enfermedad se propague por toda la

colonia, evitando su colapso.

En este estudio se demuestra la influencia de la nosemosis causada por la
especie N. ceranae sobre el comportamiento de forrajeo de las abejas meliferas
africanizadas bajo condiciones tropicales. Induciendo al forrajeo prematuro, una
reduccion de la duraciéon de forrajeo asi como una reduccion de la longevidad;
aspectos presentes en el comportamiento de forrajeo y ciclo de vida
indispensables para el establecimiento, conservacién, reproduccion vy

aprovechamiento de las colonias.
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5. Conclusiones

1) N. ceranae induce el forrajeo prematuro en las abejas obreras africanizadas
infectadas con ambos numeros de esporas, en comparacion con las abejas

obreras no infectadas.

2) La duracion de la actividad de forrajero en las abejas africanizadas infectadas

con N. ceranae es menor en comparacion con las abejas no infectadas.

3) La infeccion por N. ceranae reduce la longevidad de las abejas obreras
africanizadas bajo condiciones tropicales en comparacion con las abejas no

infectadas.

4) De manera general, las infecciones de las abejas africanizadas con el
microsporidio N. ceranae influye negativamente sobre su comportamiento de
forrajeo y longevidad bajo condiciones tropicales, lo que puede afectar también el

desarrollo y produccion de las colonias de abejas en Yucatan.
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1. Introduccion

La comunicacion a través del lenguaje de danzas ha sido uno de los
comportamientos del reino animal mas estudiados durante los ultimos 60 afios y
fueron descubiertas y decodificadas por el cientifico Karl von Frisch (1967) el cual
observdé que las abejas obreras poseian un comportamiento mediante el cual
comunicaban a sus compaferas de nido la presencia, calidad, olores, distancia y
direccidén de sus alimentos reclutandolas a través de las danzas (Griter y Farina,
2009; Griter y Ratnieks, 2011; Couvillon et al., 2012; Toufailia et al., 2013; Bray y

Nieh, 2014; Couvillon et al., 2014).

El descubrimiento del lenguaje de danzas ha permitido la realizacion de diferentes
investigaciones relacionadas con su decodificacidon (Visscher y Seeley, 1982; Gil y
De Marco, 2010; Couvillon et al., 2012); evolucion en la produccion de mensajes
(Barron et al., 2007; Dornhaus y Chittka, 2004), recepcion de mensajes (Riley et
al., 2005; Tanner y Visscher, 2008; Tanner y Visscher, 2009), entre otras,
realizadas en condiciones templadas y con subespecies de abejas meliferas
pertenecientes a este clima las cuales permiten comprender mejor el

comportamiento de estos insectos.

El empleo de esta herramienta bajo condiciones tropicales y con abejas
africanizadas ha sido poco explorado (Schneider y Hall, 1997) y generalmente se
han utilizado metodologias que actualmente son consideradas obsoletas debido a
la poca exactitud en las observaciones asi como los parametros inadecuados en la

decodificacion de danzas. Sin embargo, diferentes metodologias se han evaluado
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recientemente para lograr resultados mas precisos los cuales junto con tecnologia
avanzada aportan datos méas exactos de la decodificacion de las danzas de las

abejas (Schirch et al., 2013; Couvillon et al., 2014).

Actualmente, se han estudiado distintos aspectos relacionados con el
comportamiento, sanidad y productividad de la abeja africanizada (Medina y
Martin, 1999; Martin, 2013). Sin embargo, aspectos de comunicacién como la
transmision de informacion de distancias a través del lenguaje de danzas aun no
ha sido evaluado. Determinar la metodologia mejor ajustada para la decodificacién
de distancias aportard herramientas Utiles en la decodificacibn de danzas. La

justificacion requiere de un “punch” mas contundente.

2. Materiales y Métodos

2.1. Instalacion de la colonia de observacion

Se instalé una colonia de observacion de madera sin olor de 60 cm por 30 cm con
pared de cristal por ambos lados, tres respiraderos y un orificio con funcion de
piquera conectada al exterior de la sala de extraccion a través de un tubo de
plastico inodoro de 30 cm de longitud por 5 cm de diametro. La colonia estuvo
compuesta de dos panales tipo Langstroth conteniendo miel, polen, cria abierta,

cria operculada, aproximadamente 5,000 adultos y una reina joven.

2.2. Determinacidn genética de las abejas utilizadas en el experimento

A través del método de extraccion de alta salinidad (Paxton et al., 1998); se extrajo

el ADN de los musculos toracicos de una sola abeja obrera correspondiente a la
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colonia utilizada en la investigacion (Sheppard y Smith, 2000; Dominguez, 2009)

en la determinacion del origen genético africano de la colonia.

2.3. Entrenamiento y marcaje de individuos

Mediante la implementacion de alimentadores artificiales y a través de
entrenamiento a diferentes distancias 500 m, 700 m y 1,000 m se marcaron los
individuos pertenecientes a la colonia de observacion. Las danzas de estos
individuos marcados e identificados se registraron a través de videograbaciones
(Sony modelo No DCR-SR220 Handycam Hybrid HDD) y fueron reproducidas y

decodificadas utilizando el software Sony Vegas Pro 11.0.

2.4 Decodificaciéon de danzas

Se utilizaron como pardmetros de medicion cuatro danzas continuas de coleteo
(waggle dance) de 10 diferentes individuos para cada distancia asi como el
modelo de regresion lineal propuesto por Schirch et al., (2013) utilizando el
tiempo de duraciéon de la fase de coleteo en la danza para predecir la distancia y
evaluar su similitud con las distancias conocidas en nuestra investigacion (Schirch
et al., 2013; Couvillon et al., 2014). Finalmente, se compararon dos diferentes
metodologias predictivas (Waddigton et al., 1994 y Wenner, 1962) que utilizan el
tiempo de la danza de coleteo para predecir la distancia y determinar cudl se

ajusto mejor a las distancias conocidas.
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3. Resultados

Los resultados a través de una ANOVA nos indican que no existen diferencias
significativas (F2,30= 4.61; P >0.05) entre los modelos debido al bajo tamafio de la
muestra. Sin embargo, se observa que el modelo propuesto por Schirch et al.,
(2013) presenta mayor similitud con las tres distancias conocidas analizadas en

esta investigacion (Cuadro 1).

Cuadro 1. Diferentes modelos predictivos de distancia utilizando la fase de coleteo
del lenguaje de danzas.

Distancia conocida Promedio de Waddigton Wenner Schiirch
Tiempo (segundos)
500 1.836 157m 258m 578m
700 1.962 208m 276m 618m
1000 2.709 611m 381m 852m

4. Discusion / conclusiones

Los resultados indican que entre las 3 diferentes metodologias evaluadas en la
decodificacion de danzas en esta investigacion, las descrita por Schirch et al.,
(2013) fue la que obtuvo mayor similitud con las 3 diferentes distancias conocidas.
Las distancias obtenidas a través de las otras dos metodologias fueron menos
precisas posiblemente por utilizar parametros que actualmente son considerados
imprecisos (Couvillon et al., 2014). Nuestros resultados indican que las
metodologias actualmente descritas para abejas de climas templados en la
decodificacion de danzas, podrian ser utilizadas en abejas meliferas africanizadas
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como referencia para evaluar distancias y posiblemente direccién del
comportamiento de forrajeo. Sin embargo crear un modelo predictivo con abejas
africanizadas similar al de Schirch et al., (2013) bajo condiciones tropicales
aportaria informacién confiable y mejor ajustada a las condiciones de las abejas

africanizadas asi como del clima tropical.
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Anexos

Anexo 1. Procedimiento etanol-fenol para la extraccion de ADN

Para la extraccion del se agregd 500 ul de TRIzol® REAGENT a 100 mg de la
muestra utilizando viales de 1.5 ml; posteriormente, la muestra se agit6 en un
vortex Max Mix Plus® THERMOLYNE, para después agregar 100 ml de
cloroformo, agitandose nuevamente por 15s y después se centrifugd a 12,000 g
por 15 min desechandose la parte acuosa. Se adicionaron 150 ml de etanol al
100% vy posteriormente se agitaron los tubos por inversién para homogeneizar la
muestra y se centrifug6 a 2,000 g por 5 min. Se deseché el sobrenadante etanol y
se continud con dos lavados del concentrado de ADN con 1 ml de solucion de
citrato de sodio/etanol, incubando por 30 minutos y centrifugando a 2,000 g por 5
min, entre lavados. Se retird el sobrenadante y se le adicioné al concentrado 1 mi
de etanol al 75%para después incubar por 20 min, luego se centrifugaron a 2,000
g por 5 min y se removié el sobrenadante (Chomczynski y Sacchi, 1987;

INVITROGEN, 2014).

Después de dejar secar la pastilla por 10 min, se re-suspendié en 100 ml de 8 mM
de NaOH. Finalmente, se centrifugaron a 12,000 g a 4°C en una microcentrifuga
refrigerada Hermle z400k® LABNET por 10 min para remover el material insoluble
y el sobrenadante con el ADN se transfirio a un vial de 1.5 ml (Chomczynski y

Sacchi, 1987; INVITROGEN, 2014).
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Anexo 2. Identificacion de la presencia de ADN de Nosema en las muestras

de abejas se utilizé el analisis de PCR punto final

Se emplearon cebadores genéricos:

Nosema F (5- GGCAGTTATGGGAAGTAACA-3') y Nosema R (5-
GGTCGTCACATTTCATCTCT-3’).

Para diferenciar entre las especies N. ceranae y N. apis, respectivamente, se
utilizaron cebadores especie-especificos N. ceranae F (5'-
CGGATAAAAGAGTCCGTTACC-3’)/N. ceranae R (5'-
TGAGCAGGGTTCTAGGGAT-3’) y N. apis F (5-CCATTGCCGGATAAGAGAGT-

3'/N. apis R (5-CACGCATTGCTGCATCATTGAC-3’) (Chen et al., 2007).

Las reacciones de la PCR se realizaron en volumenes de 25 pl que contienen 1 pl
de ADN molde (1 ng), 5 yl de 5x Green GoTaq® Flexi Buffer PROMEGA, 0,1 mM
de cada cebador, 0,1 mM de cada desoxinucleétido trifosfato, 2 mM de MgCI2,
0.625 U de GoTag® Hot Start Polimerase Promega y H,O libre de nucleasas
(Ambion® INVITROGEN). Los controles negativos constaron de los reactivos de la
PCR sin el ADN molde. Los controles positivos procedieron de ADN de esporas de
N. ceranae y N. apis, respectivamente. Para identificar el tamafio de la banda
amplificada se utiliz6 un marcador de peso molecular 100 pb (INVITROGEN®)

(Chen et al., 2007).

Se consideraron los siguientes parametros para la amplificacion del ADN en un

termociclador Select Cycler® SELECT BIOPRODUCTS: un paso inicial de
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activacion de la PCR de 2 minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos de 45 segundos a
94°C, 45 segundos a 53°C y 1 min a 72°C, y finalmente un paso de extension final
a 72°C durante 3 minutos. Las reacciones se realizaron por separado para la
deteccién de Nosema spp., N. apis y N. ceranae. Para el caso de N. apis, se utilizo
un paso inicial de 5 min a 94°C, seguidos por 40 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a
59.2°C y 2 min a 72°C, seguidos por un periodo final de extensiéon de 10 min a
72°C (Webster et al 2004). Los productos de la PCR (5 ul) se determinaron por
electroforesis (Mini Protean Tetracell® BIORAD) en gel de poliacrilamida (TBE
10x/Acrilamida) al 10% en solucion Buffer TBE 1x, tefiido con nitrato de plata y
visualizado por iluminacién (MacroVue Uvis 2.0® HOEFER). Se consideraron
muestras positivas a Nosema sp., N. ceranae y N. apis, los amplificados de 208,

250 y 401 pb, respectivamente (Chen et al., 2007).

Anexo 3. Determinacion del origen genético de las obreras provenientes de

las colonias experimentales

A través del método de extraccion de alta salinidad (Paxton et al., 1998), se extrajo
el ADN de los musculos toracicos de una sola abeja obrera correspondiente a
cada una de las 4 colonias utilizadas en este trabajo, las cuales fueron
almacenadas en frascos con etanol al 99 % dese el momento de su colecta. Se
utilizé una sola abeja obrera debido a que el ADN se hereda uniparentalmente
(ADN ribosomal), por esta razén todas las abejas descendientes de una abeja

reina contendran el mismo ADNmt, por lo que una sola abeja obrera es suficiente
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para representar a la colonia entera de la cual proviene (Sheppard y Smith, 2000;

Dominguez, 2009).

Para la identificacion de la presencia de ADNmt para abejas europeas del este, se
utilizé el segmento del ADNmt 1sARNr de 964 pb de posiciones 13479-14443
especifico, amplifica usando la secuencia de los oligonucledtidos:
5" CAACATCGAGGTCGCAAACATCS y 5’"GTACCTTTTGTATCAGGGTTGAZ . La
subunidad citocromo oxidasa | (COIl) de 1028 pb de posiciones 2095-3123,
especifico para abejas europeas del oeste amplifica usando la secuencia de los
oligonucledtidos: 5 GATTACTTCCTCCCTCATTA3Y

5 AATCTGGATAGTCTGAATAAS'.

La PCR fue desarrollada de acuerdo con el método Saiki et al., (1988) y la
amplificacion se llevé a cabo en un volumen total de 27 yl de solucion integrada
por 18,60 pl de agua desionizada esterilizada, 2.5 ul de Buffer 10x, 0.5 pl de
MgCI2 1 pl de ANTPS’, 1.25 pl de Primer's y 1.25 yl de Taq polimerasa. Las
amplificaciones se desarrollaron en un termociclador de ADN, BIO-RAD C1000 y
las condiciones de la PCR consistieron en tres fases térmicas: Primer paso a 94°C
por dos minutos para desnaturalizar las cadenas; el segundo paso 35 ciclos de
94°C por un minuto, 55°C por un minuto y 72°C por dos minutos. Finalmente, la

reaccion concluyo con el tercer paso de 72°C por cinco minutos.

Posteriormente, el ADNmt fue amplificado y sometido a digestion con las enzimas
de restriccion Hinc Il y Eco RI. Esta digestion se desarrollé en un volumen total de

20 ul, el cual contenia 15 ul de la muestra, 2 ul de Buffer 10x, 2.8 pl de agua
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desionizada esterilizada y 0.33 yl de la enzima de restriccion. El total de la
digestion fue colocado en un gel de agarosa al 1.5 % y a través de electroforesis
TBE Buffer a 90 V durante 3 horas se obtuvieron los resultados de la migracion del
ADNmt. Por ultimo, los geles fueron colocados en una bandeja con 200 pl deTBE
IX y 180 upl de bromuro de etidio, agitandolo durante 15 a 20 minutos.
Posteriormente, a través de un trasiluminador de luz ultravioleta se observaron los

resultados.
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