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RESUMEN
REYES QUINTANA KARLA MARIANA. Respuesta celular inmune de abejas

(Apis mellifera L.) a la infestacion del acaro Varroa destructor A. (bajo la
direccion del PhD Ernesto Guzman Novoay la MVZ Adriana Correa Benitez).

El objetivo de este trabajo fue cuantificar la respuesta celular inmune de abejas
africanizadas y europeas sometidas a distintos tratamientos; abejas: sanas (grupo
testigo), inyectadas con macerado de Varroa destructor, inyectadas con solucion
Buffer, puncionadas con alfiler entomoldégico e infestadas artificialmente con el acaro.
Las muestras de hemolinfa de cada grupo experimental se colectaron a las 0, 2, 12,
24 y 48 h post tratamiento. Dichas muestras fueron tefiidas con el kit “PROTOCOL
Hema 3®” y los conteos de hemocitos se realizaron con microscopio de luz o6ptica.
Los datos fueron transformados a logaritmos y analizados por ANDEVA. Los
resultados mostraron que la inyeccion de macerado de varroas y la exposicion
artificial al &caro provocaron una disminucién significativa (P<0.0001) en la cantidad
de hemocitos presentes en la hemolinfa alcanzando un nivel minimo a las 12 h post
tratamiento en ambos tipos de abejas. Las abejas africanizadas tuvieron un menor
conteo hemaocitario que las europeas. El encierro de las abejas africanizadas provocé
una mayor disminucion en la cantidad de hemocitos en las primeras 12 h. La puncion
de las abejas provoco un aumento significativo (P<0.0001) en el nimero de hemocitos
en la hemolinfa alcanzando un pico maximo a las 2 h tanto en abejas africanizadas
como en europeas, para después volver a niveles normales en comparacién con
grupos testigo. No se encontraron diferencias entre las abejas que se inyectaron con
buffer y las abejas testigo. Estos resultados sugieren que Varroa destructor inocula

componentes que inhiben la respuesta celular inmune de las abejas meliferas.



1.0 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes de la problemética por Varroa destructor

Uno de los problemas mas devastadores que enfrenta la apicultura es la
infestacion por el acaro Varroa destructor A. (Acari: Mesostigmata/Varroidae), el
cual ha logrado distribuirse en la mayor parte del mundo por lo que es considerada

una de las peores plagas que afectan a las abejas (Apis mellifera L.).

Esta ectoparasitosis es la enfermedad de mayor importancia econémica pues al
alcanzar niveles de infestacién mayores al 5% por colmena’, puede provocar
problemas a nivel individual y a nivel de colonia causando la mortalidad de gran

cantidad de abejas. %3

Conocer el comportamiento reproductivo del 4caro es importante para comprender
la dindmica de poblacién del parasito y para la practica de la apicultura ya que
algunas fases de su ciclo biolégico pueden ser clave para el desarrollo de métodos
de testigo biolégico. Comprender los factores que desencadenan la reproduccién
del acaro pueden ser de ayuda para la crianza selectiva de abejas resistentes.
Existen diversos bioensayos que demuestran que algunas fracciones de la
cuticula larval, como los ésteres de metil y etil, son los que provocan la atraccién
del acaro hacia la cria; otros compuestos como los alcoholes alifaticos y aldehidos
de cadena larga que se encuentran en el capullo también parecen ser
responsables de la infestacion.*” Los acaros hembra, se introducen en las celdas
de larvas, previa operculacion; esto ocurre unas 15 a 20 horas antes en las celdas

de obreras y de 40 a 50 horas antes en las de los zanganos.
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Dentro de la celda, los acaros se desplazan sobre la pared para llegar al fondo de
ésta y ubicarse dentro del alimento larval, comportamiento que le sirve para evitar
su deteccion y remocion por parte de las abejas limpiadoras. Una vez consumido
el alimento larval por parte de la cria de abejas, alrededor de 5 horas después de
la opercualcién, el acaro en su fase de ninfa comienza a alimentarse de la
hemolinfa de la larva a través de un orificio en la cuticula a la altura del 5to
segmento.® Alrededor de 70 horas después de la operculacion, el &caro hembra

ovoposita su primer huevo que dara lugar a un acaro macho®*°

, mientras que
huevos subsecuentes daran origen a acaros hembra que seran ovopositados a

intervalos de 30 horas hasta que la abeja emerja como insecto adulto.>

Los estadios mas afectados son las larvas y las pupas de abejas durante su
desarrollo morfolégico, ya que la pérdida de hemolinfa o sangre, fuente de
alimentacion para los acaros, provoca una disminucion en el peso de las abejas
recién emergidas de aproximadamente 7% en obreras y de 11 a 19% en
zanganos, asi como una disminucion en el volumen de hemolinfa y en el contenido
de proteinas y carbohidratos.'* En las abejas adultas recién emergidas provoca
deformacion de alas, debilidad, degeneracion del tejido adiposo y poco desarrollo
de las glandulas hipofaringeas, o que en conjunto conlleva a una disminucion en

su ciclo de vida y de su rendimiento.*?**

El acaro tiene un gran impacto en las abejas ya que, adicionalmente a los dafos
fisicos, las abejas se ven inmunosuprimidas en cuanto a la expresion de genes
que codifican para péptidos antimicrobianos®®, lo cual provoca que sean ain mas

susceptibles a otros padecimientos bacterianos (loque americana por
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Paenibacillus larvae y loque europea por Melissococcus pluton), virales (virus de
las alas deformes) y fungales (cria de cal por Ascosphaera apis y cria de piedra

por Aspergillus spp).*®
1.2 Sistema inmunoldgico de los insectos

El sistema inmune es el encargado de identificar dentro del organismo sustancias
y/o elementos que le resulten extrafios para inhibirlos o destruirlos. Estos
elementos extrafios pueden ser pesticidas, bacterias, hongos, parasitos, virus
entre otros.'” La reaccién inmunolégica del organismo animal constituye el
conjunto de procesos que se desencadenan a partir del contacto del cuerpo, tejido
o célula blanco con un agente extrafio. El propdsito es protegerlo ante la agresion
de su integridad, pasando por fases que abarcan desde el reconocimiento e
identificacion del agente nocivo, hasta la neutralizacion o destruccion del elemento

agresor.*®

El sistema inmune esta conformado, a “grosso modo”, por dos mecanismos: a) el
sistema inmune adquirido, basado en respuestas de defensa mediadas por células
gue producen anticuerpos que les permiten reconocer con gran especificidad a un
antigeno y generar memoria mediante exposiciones previas a éste, para asi
responder con mayor eficacia ante una segunda exposicién; y b) el sistema
inmune innato constituido por 1) componentes celulares representado por células
fagociticas principalmente y 2) componentes humorales que estan mediados por la
sintesis de moléculas secretadas o0 intracelulares denominados péptidos

antimicrobianos (PAM’s). Los animales vertebrados cuentan con ambos tipos de
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sistema inmunoldgico mientras que los insectos solo poseen un sistema inmune
de tipo innato, el cual se encuentra muy evolucionado ya que es de accién

inmediata y posee mecanismos de reconocimiento de patdégenos inespecificos.**

21

Los insectos cuentan con un sistema eficiente y complejo de defensa contra
patdgenos y parasitos que involucra barreras fisicas como el integumento y el
intestino; reacciones coordinadas por poblaciones de hemocitos una vez que las
barreras fisicas han sido sobrepasadas y la induccién de la sintesis de péptidos
antimicrobianos y proteinas, principalmente por el tejido graso.'® La respuesta
celular, activada inmediatamente después de la deteccion de una infeccién o
ingreso de proteina extrafia’??, estd mediada por los hemocitos o células
sanguineas que reconocen, controlan y eliminan proteinas y patdgenos ya sea por
fagocitosis o por cubrimiento mediante agregados hemociticos para la formacion
de nédulos y cépsulas, asi como por reacciones citotéxicas.'® Los hemocitos se
encuentran en la hemolinfa de los insectos o formando poblaciones sésiles que se
encuentran debajo de la epidermis en forma de racimos. De acuerdo a la etapa de
desarrollo estos pueden cumplir funciones de remocion de detritus celulares y
remodelacion de tejidos, como en el caso del embrion y las pupas, o tener
actividad inmunolégica en larvas y adultos.”*% Sin embargo, ante un reto
inmunologico, estas células son las responsables de la fagocitosis, encapsulacion,

formacién de nédulos, coagulacién y melanizacion de agentes patégenos.?®?

A pesar de que se mencionan dos mecanismos de inmunidad, el celular y el

humoral, existe un traslape o superposicion entre respuestas humorales y
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celulares, ya que muchos factores humorales afectan la funcion de hemocitos y

estos a su vez son fuente importante de muchas moléculas humorales.*

Se han identificado diferentes tipos de hemocitos en diversos érdenes de insectos
siendo los mas estudiados en: Lepidoptera, Diptera, Orthoptera, Blattaria,
Coleoptera, Hymenoptera, Hemiptera, y Collembola. Estas células han sido
identificadas y clasificadas por caracteristicas morfoldgicas, histoquimicas y
funcionales, asi como por el uso de marcadores moleculares y antigenos.*® Los
hemocitos mas comunes y reconocidos en la mayoria de las especies de insectos
son prohemocitos, plasmocitos, granulocitos, coagulocitos, esferulocitos vy
oenocitoides. Cabe destacar que los plasmocitos, granulocitos y coagulocitos son
los que participan en mayor grado en la respuesta inmune del insecto al participar
en la fagocitosis, encapsulacion, formacion de nddulos, coagulacion vy

melanizacion contra agentes patégenos.*°

Dependiendo del insecto que se esté estudiando existen uno o varios tipos de
hemocitos comunes a otras especies, 0 en su defecto, a su similar. Por ejemplo,
en Lepidoptera, los granulocitos son los hemocitos mas abundantes y actian
como fagocitos. En contraste, los plasmocitos son el principal hemocito en la
formacion de capsulas para la eliminacion de organismos invasores. Por otro lado,
los oenocitoides no tienen la capacidad de adherirse a un agente extrafio sin
embargo, contienen componentes de la cascada de la fenoloxidasa (para la
melanizacion), mientras que los esferulocitos son fuente potencial de
componentes cuticulares. Algunos estudios reportan la presencia de prohemocitos

tantos en Lepidoptera como en algunos Diptera como Drosophila, los cuales son



~T7 ~

considerados células progenitoras de hemocitos.’®3®? En el mosquito Aedes
aegypti (Diptera) los principales hemocitos en circulacion son: granulocitos,
oenocitoides, adipohemocitos, y trombocitoides. En Anohpeles gambiae y Aedes
aegypti, los granulocitos ocupan la mayor parte de la poblacion hemocitica en
ambas especies mientras que los oenocitoides y prohemocitos comprenden solo el
10% del total de hemocitos.®**3* En el Diptera, Drosophila melanogaster, las
principales células son los plasmocitos, células cristalinas, y lamelocitos, los
cuales son muy similares morfolégicamente y funcionalmente a los granulocitos,
oenocitoides y plasmocitos de Lepidoptera.®>>® Las abejas por su lado cuentan
con prohemocitos, plasmocitos, granulocitos, oenocitoides y esferulocitos. La
literatura no reporta datos sobre la proporcidon de estos en Apis mellifera sin
embargo, los prohemocitos, plasmocitos y graulocitos son los mas abundantes, ya

que son los principales en participar en la respuesta celular inmune.3"3#

1.3 Origen de los hemocitos

Los hemocitos embrionarios fueron descritos por primera vez por Dohrn en 1876,
en embriones de Bombyx mori, quien consideré que se derivaban de las células
de la yema del embrion. Posteriormente surgieron otras teorias sobre el origen de
los hemocitos; se creia que seis grupos de células daban origen a los hemocitos
embrionarios sin embargo, la aceptacién general hasta la actualidad es que los
hemocitos embrionarios se derivan del mesodermo medio durante la

embriogénesis.?**
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El modelo de estudio actual mayormente empleado para conocer el origen y
desarrollo de los hemocitos en los insectos es Drosophila melanogaster (Diptera
Drosophilidae). Existen dos etapas durante el desarrollo embrionario de la mosca
de la fruta en las que se originan los hemocitos embrionarios y los cuales
posteriormente pueden diferenciarse en distintos tipos celulares. La primera
poblacion de estas células se establece en la region de la cabeza 0 mesodermo
procefélico del embrion. Durante la embriogénesis los hemocitos embrionarios
migran desde éste punto y se dispersan a todo lo largo del embrién por vias
invariantes y programadas. Los primeros hemocitos salen de la cabeza e infiltran a
la banda germinal del embrion. La retraccidbn de ésta acarrea a los hemocitos
hacia el extremo posterior, a medida que mas células dejan la cabeza, y migran a
lo largo del lado dorsal del embrién. Los hemocitos del extremo anterior y posterior
migran hacia el lado contrario a lo largo del cordon neural ventral y del intestino en
desarrollo, hasta que las poblaciones hemociticas anteriores y posteriores se
topan una con otra formando una linea continua a lo largo de la linea media
ventral. Desde este punto hacia adelante, los hemocitos migran rapidamente
lateralmente dejando la linea media y tomando posiciones que flanquean al cordén
neural. Estas células circulantes son principalmente plasmocitos embrionarios y
constituyen el 95% de todos los hemocitos en el embrion. Una segunda ola de
hematopoyesis ocurre en las ultimas etapas de la embriogénesis, cuando los
precursores de las glandulas linfaticas se comienzan a formar en el mesodermo
toracico dorsal y se unen para formar el primer par de I6bulos del érgano. Las
células de las glandulas linfaticas se originan de una mezcla de células

progenitoras unipotentes y una pequefia cantidad de progenitores
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oligopotentes/pluripotentes conocidos como hemangioblastos dentro del
mesodermo cardiogénico. Los hemangioblastos pueden dar origen a dos tipos de
células hijas: unas que se diferencian en cardioblastos y dan origen a células del
tubo cardial (corazon y la aorta), y otras células que se diferencian en células de
las glandulas linfaticas y que a su vez dan origen a las células sanguineas o

hemocitos. 2404

1.4 Organos hemocitopoyéticos en los insectos

Las células sanguineas de muchos animales mayores se forman en tejidos
denominados hemocitopoyéticos 0 hemopoyéticos. Su funcion es la produccion de
diferentes lineas de células sanguineas y su deposicion en la sangre, asi como la
produccion de células especializadas involucradas en la respuesta inmunoldgica.
En los insectos Lepidopteros, los organos hemocitopoyéticos son estructuras
pareadas localizadas en el mesotérax y metatérax (4 en total) en proximidad a los
discos imaginales de las alas. Los 6rganos hemocitopoyéticos en Drosophila
melanogaster se encuentran a lo largo de la parte anterior y a ambos lados del
vaso dorsal durante la embriogénesis y en el estado larval se distinguen de cuatro
a seis pares de l6bulos que se localizan laterales al vaso dorsal. Una vez que se
forman los primeros lébulos pareados de la glandula linfatica, el 6rgano crece
subsecuentemente por proliferacién celular durante el primer y el segundo estadio

larval y funciona como principal sitio de produccién de hemocitos.*?*?
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En insectos y bajo condiciones normales de no inmunidad, los hemocitos de las
glandulas linfaticas u érganos hemocitopoyéticos no entran a la circulacion hasta
el comienzo de la metamorfosis y permanecen dentro de éstos a lo largo de la
etapa larval. Un porcentaje de estas células no circulan dentro de la larva y forman
una poblacién sésil que yace justo por debajo de la cuticula larval. Sin embargo,
bajo condiciones de parasitismo, grandes cantidades de hemocitos son liberados
hacia la circulacién desde las glandulas linfaticas y de las poblaciones sésiles que
se encuentran justo debajo de la epidermis.** Por ejemplo en Drosophila
melanogaster se da una rapida diferenciacion de lamelocitos después de ser
parasitadas por avispas y hay una reduccion en la poblacion de hemocitos
sésiles.?® Estudios con diferentes especies de insectos indican que el nimero de
hemocitos en circulacién puede cambiar rapidamente, no solo como respuesta a
un agente extrafio, sino también dependiendo del estado de desarrollo, estrés, o
heridas; ya sea por diferenciacion de los prohemocitos o por la movilizacién de

hemocitos sésiles hacia la circulacion. 39434548

Los hemocitos circulantes, presentes en el estadio larval de Drosophila
melanogaster, se originan de una divisidn continua de células que se encuentran
en circulacién, mientras que la produccion y liberacion de hemocitos adicionales
se da por parte de los 6rganos hemocitopoyéticos, sin embargo, los plasmocitos
circulantes de origen embrionario contintan su proliferacion durante el estadio
larval del insecto.***"*° En Lepidoptera es igual, los 6rganos hemocitopoyéticos
son una fuente importante de plasmocitos, principalmente en los udltimos

momentos del desarrollo larval, mientras que los hemocitos circulantes como
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granulocitos, esferulocitos y oenocitoides derivan de hemocitos en circulacion.>*>?

Las similitudes entre el Diptera Drosophila y Lepidoptera sugieren la posibilidad de
un origen dual de hemocitos circulantes a partir de células progenitoras de origen
embrionario y érganos hemocitopoyéticos larvales, indicando que puede ser una
caracteristica conservada en los insectos en general.”® Algunos autores reportan
que las glandulas linfaticas liberan hemocitos exclusivamente durante la etapa
final del tercer estadio larval y que al comenzar la metamorfosis se libera otra
cantidad de hemocitos. Sin embargo, la glandula linfatica no persiste a lo largo de
la metamorfosis por lo que los hemocitos presentes durante el estado de pupay el
insecto adulto son aquellos que provienen de hemocitos de origen embrionario y

de los érganos hemocitopoyéticos que pueden sufrir diferenciacién.*34>>3

1.5 Resistencia relativa de abejas africanizadas a la infestaciéon de

Varroa destructor

Las abejas cuentan con diferentes mecanismos de defensa que les permiten
desarrollar resistencia a las enfermedades y limitar su impacto. Estos incluyen
conductas como el comportamiento higiénico, que consiste en la habilidad de las
obreras de desopercular celdas y remover larvas y pupas muertas por
enfermedades de la cria. Las abejas también generan resistencia mediante el
comportamiento de acicalamiento al detectar, morder y eliminar al 4caro Varroa
destructor en su fase forética y removerlo de su cuerpo.>**° Es bien sabido que las

abejas africanizadas son significativamente menos susceptibles a ser infestadas,
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que abejas europeas, pero no esta totalmente claro a qué se debe esta

resistencia. *¢°®

1. 6 JUSTIFICACION

Conocer la respuesta celular del sistema inmune de las abejas meliferas a la
infestacion con el acaro Varroa destructor y hacer una comparacion de esta
respuesta inmune entre abejas africanizadas y europeas puede explicar la
resistencia que manifiesta un genotipo ante la relativa susceptibilidad al acaro del
otro genotipo. Asimismo, de haber inmunosupresion a nivel celular en las abejas
infestadas con Varroa destructor, es importante saber si este efecto se debe a la
accion mecanica de la mordida y/o a algin componente presente en el acaro. A la
fecha, no se han llevado estudios de conteos hemocitarios en abejas
africanizadas, ni se ha establecido el efecto que Varroa destructor tiene en la
respuesta inmune celular a través del tiempo en abejas africanizadas o en

europeas. Este es el primer estudio que genera dicha informacion.

1.7 OBJETIVOS
Determinar el nimero y variacion de hemocitos presentes en la hemolinfa de
abejas meliferas adultas africanizadas y europeas infestadas con el acaro Varroa

destructor en comparacion a grupos testigo.
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Conocer la variacion de la respuesta celular en la hemolinfa de abejas a

diferentes intervalos de tiempo de exposicion al &caro Varroa destructor.

Comprobar si existen diferencias en la respuesta de tipo celular en la hemolinfa
entre abejas africanizadas y abejas europeas expuestas al acaro Varroa

destructor.

1.8 HIPOTESIS
La exposicion de abejas africanizadas y europeas al acaro Varroa destructor
provoca una variacion en la cantidad de hemocitos presentes en su hemolinfa a

distintos tiempos de exposicion.
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2.0 MATERIAL Y METODOS

2.1 Area de estudio

El presente estudio se realizdé en dos etapas, diferentes tanto en tiempo como en
espacio. Una primera fase se llevo a cabo con abejas africanizadas en el mes de
enero del 2011. Se utilizaron abejas provenientes del apiario del Centro de
Educacion Ambiental (CEA) “Acuexcomat!” localizado en el pueblo de San Luis
Tlaxialtemalco de la Delegacion Xochimilco en el Distrito Federal. En la segunda
etapa se trabajo con abejas europeas en el mes de octubre del 2011 en el Centro
de Investigacion Apicola de la Universidad de Guelph en Ontario, Canada (Figura

1).
2.2 Establecimiento de grupos experimentales

En ambos apiarios se trabajé con cinco grupos experimentales:

a) abejas (africanizadas o europeas) recién emergidas sin ningun

tratamiento como grupo testigo

b) abejas (africanizadas o europeas) recién emergidas inoculadas con

macerado de varroas

c) abejas (africanizadas o europeas) recién emergidas inyectadas con

solucién Buffer

d) abejas (africanizadas o0 europeas) recién emergidas puncionadas

asépticamente con un alfiler entomolégico
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e) abejas (africanizadas o europeas) recién emergidas que se infestaron

artificialmente con el acaro Varroa destructor en su fase forética.

Se realizaron un total de 3 repeticiones por experimento.

2.3 Preparacion de las colonias experimentales

Para seleccionar colonias experimentales de abejas africanizadas, las colmenas
del apiario del Centro de Educacién Ambiental Acuexcomatl se muestrearon,
tomando 30 abejas en etanol al 70%, a las cuales se les midi6 la longitud del ala
anterior mediante el método FABIS | (Fast Africanized Bee Identification System |
por sus siglas en inglés)®, para determinar su morfotipo (europeo o africanizado).
De acuerdo a los resultados, se seleccionaron aquellas colonias cuyas obreras
tuvieron una medicion de ala promedio menor a 8.790 mm, ya que se sabe que las
alas de abejas de origen africano son de menor tamafio que las de origen
europeo. A su vez, a las abejas de estas colonias se les determiné el tipo de ADN
mitocondrial (ADNmt), mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para corroborar su genotipo africano.?® Del total de colonias
muestreadas, se seleccionaron ocho cuyas obreras tenian ADNmt africano, las
cuales se aislaron y medicaron con el acaricida flumetrina (Bayvarol® de Bayer)
(Figura 2) por seis semanas para que estuvieran libres de acaros previo a los
experimentos. Estas colmenas utilizadas estaban previamente identificadas como
Ac, Al, A}, A, K, P, Sy T en el apiaro del CEA. Por otro lado las colmenas

utilizadas en el Centro de Investigacion Apicola de la Universidad de Guelph
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estaban identificadas con los numero 289, 100, 273, 79 y fueron medicadas con

tiras de Apistan® cuyo principio activo es el fluvalinato.

Posteriormente, a otras colmenas dentro del mismo apiario del CEA se les
diagnostico el nivel de infestacion de Varroa destructor usando la metodologia
descrita por De Jong (1982) y se seleccionaron aquellas que presentaban altos
niveles de infestacion para que sirvieran como fuente de acaros para la
preparacion del macerado, asi como para infestar artificialmente a las abejas
adultas recién emergidas. Las colmenas que sirvieron como fuente de
abastecimiento de acaros en Guelph fueron prestadas por un apicultor de la

region, las cuales presentaban altos niveles de infestacion.

2.4 Jaulas

Como parte del material utilizado se fabricaron ocho jaulas para emerger abejas
(Figura 3), ocho jaulas de encierro o “Hoarding Cages” de madera (12.7 cm x 8.5
cm x 14.5 cm) con una malla criba de 3 mm y una ventana de vidrio (Figura 4) y se

prepararon 80 jaulas tipo Benton.

2.5 Coleccioén de acaros

Como se menciond anteriormente, se seleccionaron colonias altamente infestadas
con el acaro Varroa destructor, de las cuales se colectaron los acaros necesarios

para los experimentos. Para la obtencion de los &caros se utilizd una cubeta
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plastica de 19 L con malla criba de 4 mm, 20 cm por encima de su fondo. Entre el
fondo del contenedor y la malla, se colocé un vial con 30 ml de éter al 95% (Figura
5). Se sacudieron bastidores (Figura 6) con abejas obreras dentro de la cubeta y
después se cerré por un periodo de 15 a 20 min para anestesiar a las abejas y
permitir que los acaros se desprendieran del cuerpo de éstas. Finalmente se
colectaron los acaros del fondo de la cubeta utilizando un pincel de cerdas finas

para recopilarlos en una caja de Petri (Figuras 7 y 8).

Para la preparaciéon del macerado, los acaros se utilizaron inmediatamente
después de su coleccién, sin embargo, para la infestacion de abejas adultas recién
emergidas se esperé a que éstos se recuperaran de la anestesia para colectar

Unicamente acaros Vivos.

2.6 Obtencién de abejas africanizadas y europeas recién

emergidas

De las colonias con ADNmt africano y europeo, tratadas con acaricida, se
escogieron bastidores con cria a punto de emerger que se introdujeron en jaulas
con malla. Las jaulas se colocaron en una incubadora a una temperatura de 32 a
35°C y 60% humedad relativa por uno o dos dias, dependiendo de la cantidad de

abejas a necesitar y de la cria disponible por bastidor.
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2.7 Macerado de Varroas

Una vez colectados, se cont6 el numero total de acaros obtenidos, se colocaron
en un mortero estéril al cual se le agregaron 5 puL de solucion PBS (Phosphate
Buffer Saline; por sus siglas en inglés) o solucion Buffer, por 4caro y se maceraron
con el pistilo del mortero (Figura 9). Posteriormente el macerado se colectdé con
una micropipeta y se deposité en un microtubo para ser centrifugado a 10,000 rpm
por 10 min. Al cabo de este tiempo se transfirié la fase liquida (sobrenadante) del
macerado a un tubo nuevo (Figura 10). La solucion del macerado de varroas se

conservo en congelacion a -20°C hasta ser usada.

2.8 Preparacion de grupos experimentales

Como ya se menciond anteriormente, se usaron cinco grupos experimentales de
abejas (africanizadas o europeas) las cuales fueron tratadas de la siguiente

manera:
a) Abejas recién emergidas sin tratamiento (testigo)

En este grupo solo se colecté hemolinfa a los diferentes intervalos de tiempo (0, 2,
12, 24, y 48 h post tratamiento). Se manejaron dos grupos testigo: en uno se
mantuvieron las abejas en jaulas de encierro o “Hoarding cages” y en el otro las
abejas se colocaron en jaulas tipo Benton. Numero total de abejas por jaula: 30 en

jaulas de encierro y 7 en jaulas tipo Benton.
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b) Abejas recién emergidas inyectadas con macerado de Varroa

destructor

Este grupo experimental fue tratado con inyecciones de 2.5 pL de macerado de
varroas por abeja, aplicando la inyeccién entre el segundo y tercer tergito
abdominal, mediante una microjeringa Hamilton con capacidad para 25 pL (Figura

11). Numero total de abejas por jaula: 30.

c) Abejas recién emergidas inyectadas con solucién Buffer

Se inyectaron 2.5 pL de solucion PBS por abeja entre el segundo vy tercer tergito
abdominal con la jeringa anteriormente mencionada. Numero total de abejas por

jaula: 30.

d) Abejas recién emergidas puncionadas con alfiler entomoldgico

Se puncionaron abejas recién emergidas con alfiler entomologico entre el segundo

y tercer tergito del abdomen. NUmero de abejas por jaula: 30.

e) Abejas recién emergidas infestadas artificialmente con varroas

En jaulas tipo Benton se introdujeron siete abejas por jaula a las cuales, con la
ayuda de un pincel fino, se les introdujo dos acaros por abeja (Figura 12). A cada
jaula se le anexd una porcion de “Candy” (pasta de azucar pulverizada con
glucosa) para que las abejas pudieran alimentarse por periodo de 48 h vy

proporcionandoles agua dos veces al dia.
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Las abejas de los grupos a), b), ¢) y d) se mantuvieron en jaulas de encierro o
“Harding cages”, con alimentadores para agua y jarabe de agua y azucar al 70%.
Estas jaulas se mantuvieron en la incubadora a 32°C y 60% humedad relativa
(Figura 13) por un periodo méximo de 48 h para cubrir los intervalos de tiempo de
colecciéon de hemolinfa de 0, 2, 12, 24 y 48 h post tratamiento. Las jaulas del grupo

e) se mantuvieron a temperatura ambiente fuera de la incubadora (Figura 14).

2.9 Extraccién de hemolinfa

La coleccion de la hemolinfa de las abejas experimentales se realizé a los
intervalos de tiempo arriba mencionados. Para la manipulacion y extraccion de
hemolinfa cada abeja se sostuvo del térax entre los dedos pulgar e indice de una
mano y con la otra se punciond con una aguja estéril o un alfiler entomoldgico
entre el segundo y tercer tergito de su abdomen hasta penetrar la membrana
(Figura 15). Después se presiond ligeramente el abdomen de la abeja, hasta
visualizar una pequefia gota de hemolinfa para luego colectar 4 pL de ésta,
usando una micropipeta (Figura 16). Cada muestra de hemolinfa fue colocada en
porta objetos de vidrio esmerilado de 25 mm x 75 mm (Figura 17), previamente
rotulados e identificadas para su respectivo grupo experimental e intervalo de
tiempo de coleccién. Se colectaron cuatro muestras de hemolinfa (una por abeja)

por intervalo de tiempo y por tratamiento en cada repeticion del experimento.
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2.10 Tincion de muestras de hemolinfa

Una vez colectada la hemolinfa se deposité sobre un portaobjetos, se dej6é secar al
aire y se fij6 con metanol al 95% para finalmente tefir la muestra con el kit
“PROTOCOL Hema 3®”, solucién | y Il (Laboratorios Fisher Scientific; cat.23-122-
937 y 23-122-952), tincion que es equivalente a la de Giemsa (Figura 18). El
protocolo de tincién que se siguid fue el siguiente: una vez fijada la muestra de
hemolinfa se procedié a sumergir la laminilla en las soluciones | y Il del kit, cinco
veces (un segundo por vez). Entre cada solucion se eliminé el exceso por
escurrimiento y al final se enjuago la laminilla con agua destilada. Cabe mencionar
que se hizo una dilucion de la solucién Il con agua destilada (1:1) ya que en
pruebas preliminares se observd que de dicha solucion tefiia con intensidad a los
hemocitos dificultando su identificacion. Cada muestra de hemolinfa fue colocada
en un portaobjetos al cual se le dibujaron, en la parte posterior a donde se colocé
la muestra, dos cuadros primarios de 1 cm? con un plumén permanente, los cuales
a su vez fueron divididos en cuatro cuadros secundarios de 0.5 cm? cada uno

(Figura 19). Esto se hizo con la finalidad de facilitar el conteo de los hemaocitos.

2.11 Conteo de células

Dentro de cada cuadro secundario dibujado en el porta objetos, se seleccionaron
dos areas para el conteo de células; estas fueron la parte central de cada cuadro
secundario, asi como el area correspondiente a la parte central del cuadro

primario. Por lo tanto se contaron dos secciones por cada cuadro secundario
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dando un total de ocho secciones (ocho conteos en total) por muestra de

hemolinfa dentro del cuadro primario (Figura 20).

Para el conteo de hemaocitos se utilizd6 un microscopio 6ptico de luz Leica CME®
con un ocular de 10x y objetivo de 40x asi como un lente para ocular con gradilla
de 10 mm x 10 mm con cuadros de 1 mm (100 cuadros en total) (Figura 21) cada
uno para facilitar el conteo por secciones. Se empezd el conteo en el cuadro
superior izquierdo y hacia abajo y pasando a la siguiente fila a la derecha en forma
de zigzag hasta contar los 100 cuadros (Figura 22). Se contaron todas aquellas
células que estuvieron dentro del cuadro exceptuando aquellas que se
encontraran cruzando las lineas superior e izquierda del mismo. La identificacién
de los hemocitos se llevo a cabo de acuerdo a la morfologia que se reporta en la

literatura.

2.12 Cuantificacion de numero de hemocitos por pyL de hemolinfa

Para tener un dato lo mas preciso posible de la cantidad de hemocitos presentes
en un pL de hemolinfa de abejas sin tratar, se realizé un conteo de las células
totales utilizando un hemocitometro o cdmara de Neubauer. Se colecté 1 pyL de
hemolinfa y se diluy6 con 3 pl de solucion (16.2g de NaH,PO4, 4.2 g de NaOH, 1 g
de azul de metileno en 0.1 | de formalina y 0.9 | de H,O destilada). La dilucién se
colocd en el hemocitbmetro y se contaron el niumero de células totales en cinco
cuadros (cuatro cuadros de las esquinas y el cuadro central) (Figura 23). La

cuadricula cada uno de estos cuadros esta dividida en grupos de 16 cuadros y
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cada grupo esta enmarcado por lineas dobles. Se contaron todos los hemocitos
enmarcados en las lineas dobles, incluyendo en el conteo a todos aquellos que
toquen las lineas dobles del lado izquierdo y superiores de cada blogue, pero no a
las que toquen las lineas dobles inferiores y a las del lado derecho del bloque. En
total se realizaron ocho conteos de la hemolinfa de ocho abejas diferentes y se

siguid la siguiente ecuacion: ) /8x200= No. de células/pL de hemolinfa.

2.13 Analisis de datos

Los datos ajustados a niumero de hemocitos por UL de hemolinfa se transformaron
a logaritmos, ya que no tenian una distribucion normal. Después de ser
transformados, fueron analizados por analisis de varianza (ANDEVA). Cuando se
encontraron diferencias significativas entre las medias de los tratamientos, éstas
se separaron por medio de la prueba de medias de los minimos cuadraticos de
“Fisher”. El programa estadistico que se utilizd fue Stateview® de la compafia

Abacus.
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3.0 RESULTADOS

3.1 Efecto Tratamiento

Hubo diferencias significativas entre los tratamientos para el nUmero de hemocitos
por puL de hemolinfa de las abejas, considerando todos los datos sumados tanto

los de abejas europeas como los de las africanizadas (Cuadro 1).

Las abejas inyectadas con Buffer no mostraron diferencias en cuanto al nUmero de
hemocitos con ninguno de los dos tratamientos testigo, ni tampoco se encontraron
diferencias significativas entre los dos tratamientos testigo. Sin embargo, tanto la
inoculacion de macerado de Varroa destructor, como la exposicion artificial al
acaro provoco una disminucion significativa en el numero de hemocitos de las
abejas tratadas. En contraposicion, a este resultado, las abejas perforadas con un
alfiler entomologico, mostraron un incremento significativo en el numero de

hemocitos en relacion a las abejas testigo (Figura 24).

3.2 Genotipo x Tratamiento

Hubo diferencias significativas entre genotipos y entre tratamientos para el nimero
de hemocitos en la hemolinfa de abejas africanizadas y europeas, asi como una

interaccion entre genotipos y tratamientos (Cuadro 2).

Se observo una disminucidn significativa en el niumero de hemocitos en abejas

africanizadas y europeas inyectadas con macerado de varroas en comparacion al
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grupo testigo. La cantidad de hemocitos en abejas africanizadas infestadas
artificialmente con Varroa destructor mostraron una disminucién significativa en
comparacién con las abejas europeas sometidas al mismo tratamiento, sin
embargo éstas Ultimas no mostraron diferencia con el grupo testigo. La herida
causada por la puncién con alfiler entomoldgico provocé un aumento significativo
en el numero de hemocitos en la hemolinfa de ambos genotipos, mientras que las
abejas que fueron inyectadas con Buffer no difirieron en cuanto a nimero de

hemocitos en relacion al tratamiento testigo en los dos genotipos (Figura 25).

3.3 Genotipo X Tiempo de encierro

Se encontraron efectos significativos del genotipo de las abejas para el nimero de
hemocitos en la hemolinfa, pero no hubo efectos de tiempo de encierro ni de
interaccion entre genotipos y tiempo de encierro (Cuadro 3). Las abejas
africanizadas tuvieron conteos significativos menores de hemocitos que las
europeas a las 2 y 12 h de encierro pero no a las 0 h, 24 h y 48 h de encierro

(Figura 26).

3.4 Tratamiento x Tiempo en abejas africanizadas

Hubo efectos significativos de tratamiento y de tiempo de exposicion al
tratamiento; también se encontré interaccion significativa entre tratamiento y
tiempo de exposicion al mismo en abejas africanizadas (Cuadro 4). La aplicacion

de Buffer no tuvo efecto ya que las abejas inyectadas con esta solucidn no
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difirieron de las abejas testigo en los conteos hemocitarios a lo largo de las
mediciones temporales. Sin embargo, la puncion caus6 un rapido y significativo
incremento en el numero de hemocitos en la hemolinfa de las abejas, cuyo pico se
alcanzé a las 2 h post tratamiento. Después se observd una caida gradual en el
namero de hemocitos de las abejas sometidas a este tratamiento, no difiriendo del
testigo a las 12, 24 y 48 h post tratamiento. Las abejas inoculadas con macerado
de Varroa destructor o que se infestaron artificialmente con el acaro, mostraron
una disminucién gradual y significativa en el nimero de hemocitos, cuyo nivel
minimo se manifestd a las 12 h post tratamiento. Posteriormente hubo un ligero
incremento en el conteo hemocitario pero los niveles de hemocitos continuaron
siendo significativamente inferiores a los de las abejas testigo a las 24 y 48 h post

tratamiento (Figura 27).

3.5 Tratamiento x Tiempo en abejas europeas

Hubo efectos significativos de tratamiento y de tiempo de exposicion a los
tratamientos; también se encontrd interaccion significativa entre tratamiento y
tiempo de exposicidon a los mismos en abejas europeas (Cuadro 5). La aplicacion
de Buffer no tuvo efecto, ya que las abejas inyectadas con esta solucion no
difirieron de las abejas testigo en conteos hemocitarios. Sin embargo, al igual que
en el caso de las abejas africanizadas, la puncion provoco un rapido y significativo
incremento en el numero de hemocitos en la hemolinfa de abejas, cuyo pico se
alcanzé a las dos horas post tratamiento. Después se observd una disminucion

gradual en el nimero de hemocitos de las abejas sometidas a este tratamiento, no



~ 27 ~

difiriendo del testigo a las 12, 24 y 48 h post tratamiento. Las abejas inoculadas
con un macerado de Varroa destructor o que se infestaron artificialmente con el
acaro, mostraron una disminucién gradual y significativa en el numero de
hemocitos, cuyo nivel minimo se manifestd a las 12 h post tratamiento.
Posteriormente hubo un incremento en el conteo hemaocitario y no se encontraron
diferencias significativas en los niveles de hemocitos en relacién a las abejas

testigo, a las 24 y 48 h post tratamiento (Figura 28).
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4.0 DISCUSION
Los resultados de este estudio indican que el niamero de hemocitos en la
hemolinfa de abejas disminuyd cuando éstas estuvieron expuestas ya sea al
macerado de varroas o a la infestacion artificial con los 4caros. En un estudio por
Papadopoulou-Karabela et al.®* se infectaron abejas adultas, Apis mellifera
macedonica, de menos de 24 horas de emergidas con Pseudomona aeruginosa y
se realizaron conteos hemocitarios totales (CHT) asi como conteos hemocitarios
diferenciales (CHD). Los resultados reportaron una disminucion significativa en
CHT (P<0.05) en abejas enfermas de 10 a 15 h post infeccién, pero no se
encontraron diferencias en los CHT de abejas infectadas comparadas con abejas
testigo o entre los dos grupos testigo a mayores intervalos de tiempo post
exposicion.® El resultado anterior sugiere que Varroa destructor pudiera inocular
algun agente patdégeno (virus o bacterias) que a su vez podrian ser los
responsables de la baja en el numero de hemocitos de los tratamientos con

varroas o con macerado de varroas encontrado en este estudio.

Por otro lado, las abejas que fueron sometidas a puncidon séptica mostraron un
incremento en el nimero de hemocitos, lo cual se puede explicar debido a que
existe liberaciéon de hemocitos de las poblaciones sésiles dentro del hemocelo del
insecto para ser reclutados al sitio de la herida y asi evitar una pérdida de la
hemolinfa y como parte de la restauracion de la misma. Como se mencion6
anteriormente, las poblaciones de hemocitos sésiles son grupos de células,

generalmente dispuestas en racimos, que se localizan por debajo de la epidermis
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de los insectos 0 a las fibras musculares y al tejido graso y que pueden ser
movilizados cuando sea necesario. Debido a que los insectos cuentan con un
sistema circulatorio de tipo abierto, es importante que ante una herida establezcan
una matriz que detenga la pérdida de hemolinfa; la reparacion de una herida va de
la mano con la respuesta de coagulaciéon. Se pueden observar cuatro pasos para
esto:

1) degranulacion de hemocitos, subpoblacién de granulocitos/coagulocitos,
lleva al establecimiento de agregados extracelulares que incluye hemoaocitos,
detritos celulares y matriz extracelular que sellan la herida.

2) activacion de la cascada de la profenoloxidasa que forma un coagulo
mas resistente.

3) adhesion de plasmocitos que se esparcen a lo largo del coagulo y lo
sellan por dentro del hemocelo.

4) la regeneracion de la epidermis que crece a lo largo de la herida y va

reemplazando a la costra previamente formada. **°%%*

Algunos estudios sugieren que las abejas africanizadas son mas resistentes que
las abejas de origen europeo a la infestacion del acaro Varroa destructor. Aunque
no se sabe con certeza a qué se debe dicha resistencia, Moretto et al.®®
comunicaron que en Brasil las abejas africanizadas fueron siete veces mas
eficientes que las abejas de origen italiano en la remocion del acaro de sus
cuerpos. Dicha caracteristica parece tener un indice de heredabilidad alto por lo

que puede ser considerada una caracteristica a seleccionar para criar abejas

resistentes.®*®® Esto contrasta con los resultados reportados en este estudio en
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donde las abejas africanizadas que fueron infestadas artificialmente con el acaro
Varroa destructor, las cuales experimentan una mayor disminucion en la cantidad
de hemocitos presentes en la hemolinfa sugiriendo un mayor impacto en su

sistema inmunologico.

Por otro lado, el caracteristico comportamiento nervioso de las abejas
africanizadas podria explicar también la disminucién en hemocitos durante las
primeras 12 h de encierro, lo cual sugiere que requieren de un periodo de tiempo
mayor que las abejas europeas para adaptarse a la jaula y estabilizar su estrés

por ambiente.*" 1967

Se debe tener en cuenta que la aparente disminucion en el nimero de hemocitos
presentes tanto en insectos sanos como en aquellos inmunolégicamente
desafiados, puede verse influido por el volumen de hemolinfa, el cual puede variar
por la disponibilidad de agua y alimento, el estado fisiologico, el estado de
desarrollo y la actividad fisica. Esto quiere decir que el volumen de hemolinfa
puede aumentar sin generarse cambios en la cantidad de hemocitos (aumento o
disminucién). La cantidad de hemocitos tiene que ver con el volumen de hemolinfa
presente en el insecto, que en estado juvenil es mayor mientras que en estado
adulto mayor, debido a la madurez sexual y a la acumulacién de grasa y masa

muscular, presenta un menor volumen de hemolinfa.®®

Szymas et al. y Sawsan et al.**"® comunicaron que el tipo y calidad de la dieta de
las abejas influye en la composicién de la hemolinfa. El tipo de dieta muestra tener

un efecto en la proporcion de los diferentes tipos de hemocitos presentes en la
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hemolinfa lo cual repercute en la capacidad de la respuesta inmune de tipo celular,
ya que dependiendo de la disponibilidad en cuanto a cantidad y tipo de hemocitos
presentes, la respuesta inmune sera exitosa o0 no. Un alimento proteinico natural
es un factor vital para el buen funcionamiento del sistema celular de la hemolinfa
de la abeja; su ausencia o deficiencia provoca cambios considerables en la
funcion y estructura de los hemocitos. En la hemolinfa de abejas alimentadas con
dietas no proteinicas se observo una tendencia en el incremento de CHT. También
se observé un incremento significativo en el porcentaje de granulocitos y una
cantidad significativamente menor en otros tipos de hemocitos, asi como un menor
indice de actividad metabdlica de los hemocitos en comparacion con la hemolinfa
de abejas alimentadas con polen o sustituto de polen. En contraste en las abejas
alimentadas con substituto de polen, hubo un menor CHT, pero un porcentaje
significativamente mayor en plasmocitos y una disminucion de granulocitos y de la
actividad metabolica de los hemocitos en comparacion a abejas alimentadas con
polen. Mientras que en abejas con una dieta a base de azucar hubo un porcentaje
menor de otros tipos de hemocitos y un incremento de los granulocitos, sugiriendo
una disminucion en la diferenciacién de los hemocitos y una posible movilizacién

de granulocitos primarios que pudieran actuar como células de reserva.®®*"°

Al no haberse encontrado diferencias significativas en cuanto al niumero de
hemocitos en la hemolinfa de las abejas inyectadas con Buffer y en las abejas del
grupo testigo, se puede concluir que es posible que algun tipo de sustancia (ej.
proteina) pudiera estar presente en el acaro, lo que posiblemente seria la causa

de la variacion a la baja en el nimero de hemocitos presentes en la hemolinfa



~ 32 ~

como respuesta del sistema inmune hacia el agente patégeno. Richards et al.”*
sugieren que Varroa destructor, pudiera introducir factores bioactivos que son
sintetizados en las glandulas salivales del acaro y que son introducidos via salival
al momento de lesionar la cuticula de la abeja por mordida. Mediante
procedimientos in vitro se colectaron secreciones provenientes de las glandulas
salivales de Varroa destructor.”* Al emplear electroforesis en gel de poliacrilamida
se observaron bandas de proteinas con pesos moleculares estimados de 130kDa
a <7kDa. Posteriormente se realizd una incubacion de una proteina, tratada con
policarpina, con hemocitos de larva de L. oleracea, lo cual demostré que hubo un
dafio en estos causando su desintegracion e inhibiendo su habilidad para formar
agregados celulares. En contraste con las secreciones salivales del acaro, al
utilizar un homogenado del cuerpo entero del acaro demostrd tener poca actividad
anti aglutinante. Sin embargo, no esta claro si los efectos del homogenado se
deben al bajo nivel de las proteinas presentes en la saliva o a enzimas liberadas
por otras células durante la homogeneizacion (ej. enzimas digestivas). Todo lo
anterior sugiere que la o las proteinas inoculadas por el acaro via saliva al
momento de la mordida pudiera ser las responsables de afectar el sistema inmune
celular de las abejas, asi como para facilitar la habilidad del acaro para
alimentarse repetidamente al evitar la restauracion de la herida por la participacion

de los hemocitos.”*
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FIGURAS

Figura 1. Apiario experimental de la Universidad de Guelph. Foto: Reyes-Quintana KM

Figura 2. Colmena tratada con tiras de Bayvarol. Foto: Reyes-Quintana KM
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Figura 3. Jaula para emerger abejas. Foto: Reyes-Quintana KM

Figura 4. Jaula de encierro o “Hoarding Cage”. Foto: Reyes-Quintana KM
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Figura 6. Sacudido de bastidor con abejas para la coleccién de acaros de Varroa destructor. Foto:

Reyes-Quintana KM
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Figura 7. Recuperacion de acaros de Varroa destructor. Foto: Reyes-Quintana KM

Figura 8. Acaros colectados en caja de Petri. Foto: Reyes-Quintana KM
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Figura 10. Macerado de acaros de Varroa destructor después de centrifugado. Se observan dos

fases, una sélida en el fondo y una liquida. Foto: Reyes-Quintana KM
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Figura 12. Infestacién artificial de abejas adultas con &caros Varroa destructor. Foto: Reyes-

Quintana KM
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Figura 13. Incubadoras donde se guardaron las jaulas para emerger abejas y las jaulas de

encierro o “Hoarding cages” de los diferentes grupos experimentales. Foto: Reyes-Quintana KM

Figura 14. Jaulas tipo Benton con abejas adultas infestadas artificialmente.

Foto: Reyes-Quintana KM
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Figura 15. Puncién de abeja adulta con alfiler entomoldgico para la coleccion de hemolinfa.

Foto: Reyes-Quintana KM

Figura 16. Hemolinfa colectada con micropipeta. Foto: Reyes-Quintana KM
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Figura 17. Colocacion de hemolinfa en laminilla rotulada. Foto: Reyes-Quintana KM

Figura 18. Kit de tincion “PROTOCOL Hema 3” para muestras de hemolinfa. Foto: Reyes-Quintana

KM
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Figura 19. Cuadro primario y secundario en el portaobjetos para facilitar el conteo de hemaocitos.

Foto: Reyes-Quintana KM

\ .

Figura 20. Esquema de las areas donde se realiz6 el conteo de hemocitos.
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Figura 21. Lente con gradilla para facilitar el conteo de hemocitos. Foto: Reyes-Quintana KM

Figura 22. Patrén de conteo de hemocitos. Foto: Reyes-Quintana KM
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Figura 23. Esquema de las areas de conteo de hemocitos en hemocitémetro.
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Figura 24. Nimero promedio de hemocitos/uL de hemolinfa (+tEE) para abejas adultas
africanizadas y europeas, inoculadas con solucién salina (Buffer) o con un macerado de acaros de
Varroa destructor, y artificialmente infestadas con &caros de Varroa destructor o puncionadas
sépticamente con un alfiler entomol6gico. Las abejas testigo (sin tratamiento) se encerraron en
jaulas de reina (BEN) o malla cribada (ENC).

Literales diferentes indican diferencia estadistica significativa.
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Figura 25. NUumero promedio de hemocitos/uL de hemolinfa (xEE) para abejas adultas
africanizadas (AA) y europeas (AE) sin tratamiento (testigo), inyectadas con Buffer, o con un
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Figura 27. Efecto de tratamiento y tiempo de exposicién al tratamiento para el nimero promedio de
hemocitos/uL de hemolinfa para abejas africanizadas que fueron encerradas en jaulas durante 48 h
en una incubadora sin tratamiento (testigo), inyectadas con una solucién salina buffer, o con un
macerado de Acaros de Varroa destructor o bien infestadas artificialmente con 4caros de Varroa
destructor o perforadas con un alfiler entomoldgico.
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Figura 28. Efecto de tratamiento y tiempo de exposicién al tratamiento, para el nimero promedio
de hemocitos/pL de hemolinfa para abejas europeas que fueron encerradas en jaulas durante 48 h
en una incubadora sin tratamiento (testigo), inyectadas con una solucién salina (buffer), o con un
macerado de acaros de Varroa destructor, o bien artificialmente infestadas con acaros de Varroa
destructor, o perforadas sépticamente con un alfiler entomolégico.



~ 55 ~

CUADROS

Cuadro 1. Analisis de varianza de datos sometidos a transformacién logaritmica para el
efecto de tratamiento sobre el numero de hemocitos/yL en la hemolinfa de abejas adultas
europeas Yy africanizadas.

Fuente de variacibn GL Sumade cuadrados Cuadrados medios Valor F Valor P

Tratamiento 5 1737103669.700 347420733.940 12.007 <.0001

Error 1155 33450883129.854 28935829.550

Cuadro 2. Andlisis de la varianza de datos sometidos a transformacion logaritmica para
los efectos de genotipo, tratamiento, e interaccion entre genotipos y tratamientos sobre el
namero de hemocitos/pL en la hemolinfa de abejas europeas y africanizadas.

Fuente de variacion GL Sumade cuadrados Cuadrados medios Valor F Valor P
Genotipo 1 1.149 1.149 25.153 <.0001
Tratamiento 4 2.343 0.568 12.828 <.0001
Genotipo*Tratamiento 4 0.591 0.148 3.236 .0119

Error 1151 52.560 0.046
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Cuadro 3. Analisis de varianza de datos sometidos a transformacion logaritmica para los
efectos de genotipo, tiempo de encierro e interaccidén entre genotipo y tiempo de encierro
sobre el numero de hemocitos/uL en la hemolinfa de abejas adultas europeas y
africanizadas no sometidas a ningun tratamiento (testigo).

Fuente de variacibn GL Sumade cuadrados Cuadrados medios Valor F Valor P

Genotipo 1 0.895 0.895 23.524 <.0001
Tiempo 4 0.333 0.083 2.185 0.0699
Genotipo*Tiempo 4 0.206 0.051 1.353 0.2495
Error 421 16.021 0.038

Cuadro 4. Analisis de varianza de datos sometidos a transformaciones logaritmicas para
los efectos de tratamiento, tiempo de encierro e interaccion entre tratamientos y tiempo de
encierro sobre el nUmero de hemocitos/uL de hemolinfa en abejas africanizadas.

Fuente de variacién GL Sumade cuadrados Cuadrados medios Valor F Valor P

Tratamientos 4 1051865624.999 263966406.250 9.077 <.0001
Tiempo 4 1676175463.273 419043865.818 14.464 <.0001
Tratamientos*Tiempo 16 1224050092.971 76503130.811 2.641 .0005

Error 801 23206397453.707 28971782.090




~ 57 ~

Cuadro 5. Analisis de varianza de datos sometidos a transformacion logaritmica para los
efectos de tratamiento, tiempo de encierro e interaccidén entre tratamiento y tiempo de
encierro sobre el nimero de hemaocitos/uL de hemolinfa en abejas adultas europeas.

Fuente de variaciéon GL Sumade cuadrados Cuadrados medios Valor F Valor P

Tratamientos 4 445204767.686 111301191.922 6.241 <.0001
Tiempo 4 675143315.830 168785828.957 9.464 <.0001
Tratamientos*Tiempo 16 824661901.846 51541368.865 2.890 .0002

Error 310 5528700059.993 17834516.323
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