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1 RESUMEN

DE LA MORA PENA ALVARO presenta el Informe Final de Trabajo Profesional en el
Extranjero, el cual fue realizado en el area de produccion, manejo e investigacion apicola,
en coordinacion con la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) y el Departamento de Biologia
Ambiental de la Universidad de Guelph (UoG) Canadéa, bajo la supervision de la MVZ.

Adriana Correa Benitez y del PhD. Ernesto Guzman Novoa.

En el presente informe se describen las principales actividades realizadas para la
adquisicion y aplicacion de conocimientos tedrico—practicos en manejo y produccion
apicola, asi como la participacién y desarrollo de diversos proyectos de investigacion
enfocados a tener mayor conocimiento sobre el Sindrome del Colapso de las Colmenas

(SCC) estudiando maltiples factores relacionados con el mismo.
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2 INTRODUCCION

La apicultura es la rama de la zootecnia entendida como el arte y ciencia de la cria de las
abejas meliferas (Apis mellifera L.)™ encargada de estudiar su anatomia, fisiologia,
biologia (reproduccion-etiologia) y enfermedades, con la finalidad de obtener productos y
subproductos®® para beneficio del ser humano,* ademés de tener un alto valor social,

econdmico y bioldgico.

De acuerdo con la FAO' y la SAGARPA,* en México hay 42 mil apicultores los cuales
cuentan con 1,787,514* millones de colmenas y su principal producto es la miel. A pesar de
contar con la presencia de la abeja africana (1986) y varroosis (1992), México es el sexto

pais productor de miel,>®

con aproximadamente 56,300 toneladas, los principales estados
productores de miel son Yucatan, Campeche, Jalisco, Chiapas, Veracruz, Oaxaca,
Guerrero, Puebla, Quintana Roo y Michoacan; asimismo, se encuentra en tercer lugar como
exportador,®® con 25,000 toneladas que equivalen al 40 o 50% de la produccién nacional.
También se exportaron 26,800 toneladas de miel orgénica® donde los principales
compradores son Alemania, Inglaterra, Suiza, Arabia Saudita y Estados Unidos de

América.

Debido a la gran importancia de la apicultura en el pais, el sector apicola fue el primero en
generar Normas Oficiales Mexicanas (NOM’s):® ademas de generar 85.6 millones de
dolares® anualmente, la apicultura se coloca como la tercera actividad ganadera generadora

de divisas en el sector pecuario®’ después de la carne de porcino con 193’000,000 délares y

) Apis mellifera L. Clasificacion taxonémica: Reino Animalia, Phylum Arthropoda, Clase Istecta, Orden Hymenoptera, Suborden
Clistogastra, Superfamilia Apoidea, Familia Apidae, Género Apis y especie mellifera L.

"FAO. Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura

¥ SAGARPA. Secretarfa de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Alimentacion y Pesca

¥ NOM'’s. Las Normas Oficiales Mexicanas son de observancia obligatoria y tienen como finalidad establecer reglas,
caracteristicas, especificaciones y atributos que deben reunir los productores, procesos, instalaciones, servicios,
actividades, métodos o sistemas, cuando éstos constituyen riesgos para la sanidad animal, en la salud humanay en el
medio ambiente. Primera NOM en México: NOM-001-ZO0-1994. Camparia Nacional Contra las Varroosis de las Abejas.
Fecha de creacion, 28 de abril de 1994
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la de bovino congelada con 44°156,000 ddlares; sin embargo, el consumo percépita de miel
para el afio 2010 en México fue de tan sdlo 320 gramos® por persona, comparado con el de
otros paises como Alemania, Estados Unidos de América, Grecia y Suiza donde supera el
kilogramo por habitante.

Desde el punto de vista economico, en el afio 2010, México contd con una poblacién de
113.42 millones de personas (116.15 millones segin la ONU),® de los cuales 20.34
millones (22.17%) viven en el sector rural y 93.08 millones (73.83%) en las urbes. Este
fendmeno le impide al pais producir su propio alimento, obligandolo a depender del
extranjero; con ello el Consejo Nacional de Evaluacion de la Politica del Desarrollo Social
(CONEVAL) reveld, en el afio 2010, que 52 millones de personas en México se encuentran
en situacion de pobreza, lo que equivale al 46% de la poblacion del pais (Cuadro 1) (Figura
1).°

Cuadro 1. Poblacién de personas y su situacién en México®

POBLACION Millones de personas
Poblacion total 113.42
Personas en pobreza 52
Personas en zona urbana 93.08
Personas en zona rural 20.34
120 -~
100
80 -+
60
40
. -
0 4
Millones de Personas en Personas en zona Personas en zona
personas pobreza urbana rural

Figura 1. Poblacién de personas y su situacién en México®
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En contraste con México, la ONU sefiala que Canada tiene una poblacion de 34.67 millones
de habitantes, de los cuales, aproximadamente 8 mil son apicultores (23%); los cuales
manejan alrededor de 610,000 colmenas y producen 34,000 toneladas de miel al afio,*
ubicandose como el octavo pais productor de miel.* De la miel que producen, exportan
12,230 toneladas a 27 paises, principalmente EUA y Alemania, lo que representa

aproximadamente $35 millones de pesos.*°

De acuerdo con la informacion del Banco Mundial, del Fondo Monetario Internacional y de
la CIA World Factbook publicada en el periodico “EL PAIS” el 7 de noviembre de 2011,
México se ubica entre de los paises més ricos del mundo segin su PIB,” ocupando la
décimo cuarta posicion con 874 millones de ddlares, mientras que Canada lo hace en la
décima con 1.336 millones de délares.? En el Cuadro 2 se presenta la comparacion entre los
dos paises, cuya informacion se especifica en las Figuras 2, 3, 4, 5y 6.

Cuadro 2. Informacion comparativa entre los paises de México y Canada, en el cual se sefiala el PIB, la

cantidad de poblacién, nimero de apicultores, nimero de colmenas y la cantidad de miel producida®*°

Informacién comparativa Meéxico Canada
Poblacion (millones de personas) 116 36,675
PIB (millones de dolares) 874 1,336
NUmero de apicultores 42,000 8,000
Namero de colmenas 2,000,000 610,000
Toneladas de miel producidas 56,300 34,000

" PIB. El Producto Interno Bruto es una medida que expresa el valor monetario de la produccion de bienes y servicios
finales de un pais durante un periodo (normalmente un afio). Es usado como una medida del bienestar material de una
sociedad y es objeto de estudio de la macroeconomia
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Figura 6. Toneladas de miel producida®*°

En cuanto a las diferencias y similitudes entre ambos paises segln sus problemas sanitarios
apicolas, cabe mencionar que a pesar de que Canada no cuenta con africanizacion, pero si
con varroa, tiene la presencia del escarabajo Aetina tumida' y se enfrenta al Sindrome del

Colapso de las Colonias, fendmeno no existente atin en México.

Dentro de las grandes adversidades que ha enfrentado la apicultura en el mundo nos
encontramos ante este nuevo problema llamado Sindrome del Colapso de las Colonias

(SCC) ™ que ha causado grandes pérdidas en el sector, y del cual se desconoce su origen y

TTSCC. Sindrome del Colapso de las Colonias el cual es conocido a nivel mundial en idioma inglés, como Colony Collapse
Disorder (CCD)
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control. Este problema comenzd a presentarse en el invierno de 2006 en Estado Unidos de
América, Canada, Europa, Asia, Africa y Australia. Ha ocasionado una gran pérdida de
colonias al finalizar el invierno, sobrepasando el valor normal, que va de un 10% hasta por
encima del 30%, lo que equivale anualmente a 1,000 millones de ddlares. Este sindrome se
caracteriza porque al revisar las colmenas en primavera, se encuentran vacias, sin la
presencia de abejas ni de cadaveres, debido a que las abejas obreras adultas mueren fuera
de la colmena, las reinas no pueden repoblar la colmena y la cria muere en sus diferentes
estados de desarrollo. Dentro de los posibles factores encontrados, estan los inviernos
prolongados, la presencia de enfermedades como el acaro Varroa destructor responsable
del 85% de las causas del SCC;'? otras posibles causas pueden ser, virus, el hongo Nosema
spp., estrés, poblaciones débiles, falta de alimento proteinico, mal manejo, pesticidas,
cambios climaticos, etc.”*** Estos factores van deteriorando la calidad de vida de las
colonias hasta ocasionarles la muerte; sin embargo, este sindrome no es un factor aislado,
es la combinacién de varios factores, los cuales, debilitan la colonia y permiten la entrada

de agentes oportunistas.

Debido a la importancia de la apicultura en México y en el mundo, asi como al impacto que
ha generado la presencia de problemas como el SCC vy las diferentes enfermedades, es de
suma importancia desarrollar investigacion multidisciplinaria, con el fin de prevenir y
solucionar los problemas existentes en la apicultura mundial, y qué mejor que sea nuestra
Facultad y Universidad las que participen en ello, ademéas de colaborar con otros paises
para colocar el nombre de México en alto y formar profesionistas especializados y

actualizados en las diferentes areas.
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3 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una serie de habilidades y destrezas para enfrentar el competitivo campo de

trabajo actual, reforzar conocimientos tedricos y desarrollar habilidades practicas en el area

de produccion apicola; fomentar el desarrollo profesional y ético como Médico Veterinario

Zootecnista y reafirmar los conocimientos adquiridos durante la carrera, tales como son:

Iniciacién a la metodologia de la investigacion

Antecedentes y situacion actual de la apicultura

Anatomia y fisiologia de las abejas

Comportamiento bioldgico y social de las abejas meliferas

Técnicas de muestreo y toma de datos

Técnicas de diagndstico de enfermedades por métodos cualitativos y cuantitativos,
entre ellas Varroa destructor y Nosema ceranae

Técnicas por métodos moleculares (PCR) para conocer el origen del ADN
mitocondrial de la abeja melifera (Apis mellifera spp.)

Técnicas de diagndstico de africanizacion

Experiencia practica en métodos de manejo de las abejas

Experiencia practica en técnicas de cosecha y extraccion de miel

Experiencia practica en la cria de abejas reinas
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INFORME DE ACTIVIDADES

4 UBICACION GEOGRAFICA

El presente trabajo fue realizado en el Centro de Investigacion Apicola (Bee Lab)
“Townsend House, Honey Bee Research Centre” con direccion 308 Stone Rd east, Guelph,
Ontario, Canada y en el Laboratory 3244, 3" floor, Bovey Building, N1G 2W1; los cuales
pertenecen al Departamento de Biologia Ambiental de la Universidad de Guelph, Ontario,
Canada (Figura 7). El Departamento cuenta con 373 colonias repartidas en doce apiarios
ubicados en distintas areas de la ciudad (Cuadro 3) y actualmente la Universidad se

encuentra trabajando en colaboracion con la Asociacion de Apicultores de Ontario.

Figura 7. Fotografia aérea del Centro de Investigacion Apicola (Bee Lab) “Townsend House, Honey Bee
Research Centre”, Departamento de Biologia Ambiental de la Universidad de Guelph, Ontario, Canada
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Cuadro 3. Numero de colmenas y direccion por apiario del Departamento de Biologia Ambiental,

Universidad de Guelph, Ontario, Canada

Apiario Ubicacion Numero de
colonias
Airport 9737 Stone Road, Guelph 29
Arkell 413 Arkell Road, Guelph 28
Brookville 11367 Guelph Line Brookville, Ontario 29
Crewson’s 5030 Erin/Eramosa Town Line, Crewson’s 29
corners, Ontario
Eramosa 5841 Wellington Rd 29, Guelph 21
Georgina Island Simcoe Country, Ontario 28
Honey Bee Research 308 Stone Road East, Guelph 105
Centre. Bee Lab Back
Yard (BLB) y Bee Lab
Front Yard (BLF)
Moffat Concession 11 Moffat, Ontario 29
Piccine Piccine Watson St North, Guelph 19
Thorah Island Simcoe Country, Ontario 28
Willowbee Hwy 6 North, Guelph 28

La ciudad de Guelph se encuentra en Canad4, a 100 km al oeste de la ciudad de Toronto y

al este de Kitchener-Waterloo, dentro de la provincia de Ontario, Canada (Figura 8), en las

coordenadas Latitud 43°33'N, Longitud 80°15'W, al norte se encuentra el rio Speed y al

este el rio Eramosa. Cuenta con una superficie de 86.72km? su precipitacion anual

promedio es de 690 mm de lluvia y 143 mm de nieve, el invierno tiene una duracién de

ocho meses, la temperatura promedio es de 7.2 °C (38°C en verano y -20°C en invierno) y

se encuentra a 334 msnm. Tiene una poblacion de 118,000 personas, la ciudad es rica en

cultura, arquitectura, parques y diversos rios que la cruzan.

15,16


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

10

Figura 8. La ciudad de Guelph dentro de la provincia de Ontario, Canada

La Universidad de Guelph (UoG) es una de las primeras en realizar investigacion
extensiva; ofreciendo programas de postgrado en las diferentes areas de artes,
humanidades, ciencias sociales y ciencias naturales. Actualmente se encuentran inscritos
15,000 alumnos, de los cuales, el 13% de sus graduados son extranjeros, asimismo las

clases son impartidas en el idioma ingleés.
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5 MANEJO APICOLA

5.1 REVISION DE RUTINA

La revision de rutina sirve para conocer y evaluar el estado general del apiario y sus
colonias, lo que permite tomar decisiones que permitan aplicar un manejo adecuado, con el

fin de prevenir, mejorar y controlar cada uno de estos problemas.

5.1.1 EVALUACION Y MANEJO DEL APIARIO

La evaluacion del apiario se realizd siempre que se trabajé con las colmenas, algunos
apiarios se revisaron diario como los apiarios delantero (BLF) y trasero (BLB), ubicados en
las instalaciones del Bee Lab, y otros minimo una vez a la semana, salvo en el apiario
Willowbee que pertenecia a la Asociacion de Apicultores de Ontario donde Unicamente se
realizaron tres visitas para colocar alzas de miel, cosechar, medicar y alimentar las colonias

para fortalecerlas antes del invierno.*’

e CARACTERISTICAS DEL ENTORNO. Consistié en la observacion del terreno,
la evaluacion del crecimiento de hierbas y su control por corte con maquinaria.
Cada apiario esta formado por aproximadamente 30 colmenas, las cuales se colocan
en grupos de tres pares, formando medio circulo con una angulacién de 45° para
cada par, la piquera estd orientada en distintas direcciones con la finalidad de
reducir la deriva; cada colmena se coloca sobre una tarima a una altura de diez y
quince centimetros del piso, con una separacion entre cada colmena entre diez y

treinta centimetros (Figura 9)."’
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Figura 9. Distribucion de las colmenas en el apiario

PRESENCIA DE DEPREDADORES. En los apiarios del Bee Lab se observé la
presencia de zorrillos los cuales acechaban las colmenas. Para controlarlos se
colocaron ladrillos a 10 cm de distancia de la piquera, obligando a que el zorrillo se
levante y despegue el abdomen del suelo quedando vulnerable al ataque de las
abejas."’

PRESENCIA Y ACTIVIDAD DE LAS ABEJAS EN EL APIARIO Y EN LA
PIQUERA. Al aproximarnos a las colmenas se observaron cadaveres de abejas
adultas frente a la piquera (Figura 10) debido en gran parte, a que las abejas que son
regresadas a la colmena después de cada investigacion, pelean con las guardianas de
las colmenas y mueren. En verano, cuando la floracion es abundante se observd
pecoreo con una entrada y salida ordenada de las abejas en la piquera, asimismo, en
esta temporada las abejas de algunas colonias se agruparon en la piquera formando
barbas como signo de enjambrazon; también se encontraron enjambres en ramas de
arboles y en el suelo del Royal Ontario Museum Toronto donde se capturd
Unicamente a la reina; la mayoria de los enjambres se recolectaron y se depositaron
en camaras de cria vacias con panales con miel y polen. En la época de otofio
cuando el flujo de néctar disminuye, se observo pillaje, las abejas trataban de robar
alimento de otras colmenas volando rapidamente con movimientos de zig-zag y de

igual manera formaron barbas frente a las piqueras para lograr entrar; al trabajar con


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

13

las colmenas hubo robo de alimento almacenado en los panales, esto se soluciond
alimentando a las abejas en barriles de 200 litros con jarabe de sacarosa al 65% en
una proporcion de 20 litros por colmena para que las abejas almacenen la mayor

cantidad de alimento y puedan resistir el invierno.*’

Iz Mora-Peaa A (Y

Figura 10. bejas muertas en la plquera de las colmenas

e CONDICIONES DEL EQUIPO. En la revision de rutina de cada colmena es muy
importante evaluar el equipo del apiario para determinar si hay que repararlo o
reemplazarlo. En el Bee Lab se elabora la mayoria del equipo que se usa, en este
periodo elaboramos techos externos para que las colmenas resistan mejor las lluvias
y el invierno. Se remplazaron los bastidores convencionales de marco de madera y
una hoja de cera estampada por bastidores de plastico, ya que son mas resistentes al

manejo.

5.2 EVALUACION DE COLMENAS

La revisién de las colmenas se realizé desde una vez al dia hasta una vez cada dos semanas,
dependiendo de la temporada del afio y del proyecto de investigacion al que fuera
designada cada una. Se realizd manejo apicola propio de la temporada como manejo
precosecha, prevencion y control de enjambres, cosecha, fortalecimiento, tratamientos, cria
y cambio de reinas, alimentacion y preparacion de colmenas para invierno, todas estas

actividades se describen a detalle en el presente informe.
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La revision individual de las colmenas se debe realizar cada 15 dias, con el fin de evitar que

emerja una nueva reina, cuyo tiempo de formacién desde que se pone un huevo hasta que

emerge una reina es de 16 dias; la revision se debe realizar en menos de 5 minutos para

evitar que la colmena se enfrie, y que en épocas de escases de alimento haya pillaje y se

debiliten més las colmenas. En esta revision, es importante evaluar:

Las condiciones del equipo con el fin de determinar su estado y establecer si es
necesario reparar o remplazar por equipo nuevo

La fortaleza de las colonias se determina como fuerte cuando la colmena presenta
ocho 0 mas bastidores con abejas, mientras que cuando presenta menos de siete
bastidores con abejas se considera débil. Es importante observar la actividad de las
abejas, su comportamiento, higiene, defensividad y cantidad de poblacién, la cual
nos permite determinar si es necesario aumentar o reducir el espacio dependiendo
de la temporada del afio, y asi poder prevenir la enjambrazén o establecer el
momento éptimo de cosecha

La presencia y calidad de la reina se determina observando directamente a la reina
y/o con la presencia de un huevo por celda

La cria se observa de dos tipos, la cria abierta y la cria cerrada. La cria abierta
corresponde a los estadios de huevo y larva de las abejas, en los cuales se observé la
coloracion y conformacion de la larva; la cria cerrada corresponde a los estadios de
pupa y cria adulta proxima a emerger, en esta fase los opérculos deben estar
completos, integros, no grasosos ni himedos y sin roer, para descartar cualquier tipo
de enfermedad. El patron de postura se establece con base en la cantidad de celdas
con cria operculada

Las abejas adultas deben tener movimientos coordinados, estar alerta, ser
preferentemente dociles y no presentar malformaciones

Se debe realizar un manejo adecuado para evitar que el apicultor sea vector en la
transmision de enfermedades. Se debe llevar a cabo un monitoreo constante para
conocer la situacién zoosanitaria del apiario, evaluar la presencia de malos olores,
deformidad y malformaciones en las larvas y abejas o la presencia de agentes

daninos, flamear la cufia entre colmenas, renovar bastidores con cera vieja; todo
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esto, con el fin de prevenir y/o tratar las enfermedades, para disminuir la mermas
productivas y econdémicas que generan

La cantidad de alimento segin la temporadas es importante para decidir si es el
momento propicio para cosechar o, en el caso contrario, proporcionar alimento
como jarabe de azucar y tortas de polen para que las colmenas resistan el invierno,
fortalecer a las colmenas débiles y estimular las colmenas productoras de reinas

Los signos de enfermedad nos ayudan a evaluar el estado sanitario de las colmenas.
La UoG dedica mucha investigacién al estudio de las enfermedades y problemas
que afectan a las abejas meliferas, para ello, las colmenas son infectadas
intencionalmente con diversas enfermedades, tales como el &caro Varroa destructor
que es el principal problema sanitario de las abejas a nivel mundial; en las colmenas
infectadas con esta enfermedad, al ser revisadas se observa al parasito caminando
sobre las abejas o los bastidores, algunas abejas nacen deformes y sin alas debido a
que también el acaro es vector para la transmision de algunos virus. También existe
la presencia del hongo Nosema ceranae que es una enfermedad en estudio de la que
se desconoce su patogenicidad™ y virulencia,®® y las colmenas infectadas con esta

enfermedad presentan las paredes externas manchadas con heces

* patogenicidad. Capacidad de un organismo para generar una enfermedad, la cual esta relacionada con la
susceptibilidad inherente del huésped >*°
%8 Virulencia. Es la magnitud o severidad con la que un agente causa una enfermedad en términos de frecuencia y

graveda

d 5,6,19
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6 MANEJO PRECOSECHA

La época de precosecha es aquella que se presenta antes de la época de floracidn y antecede
a la recoleccién de miel, en la cual el flujo de néctar es abundante en las plantas. En esta
época se realiza una serie de manejos que permite incrementar el nimero de abejas y

colonias, para obtener la mayor cantidad de miel posible.

6.1 DIVISIONES

La division es la reproduccion artificial y controlada de las colonias de abejas, la cual ayuda
a incrementar el nimero de colonias a inicios y mediados de la floracion con la finalidad de
tener la mayor cantidad de colmenas, ya sea para polinizar o almacenar la mayor cantidad

de miel posible.**®

Se requiere una colonia fuerte (determinada por la calidad de la reina, el patron de postura,
poblacion abundante en mas de ocho bastidores y suficientes reservas de alimento), a la
cual, si es necesario, se le puede adicionar previamente una camara de cria extra con la
finalidad de obtener una mayor poblacién (Figura 11). De esta manera, después de siete o
quince dias se pueden dividir en dos o en hasta cinco nuevas colonias dependiendo la
fortaleza de la colonia inicial, colocdndolas en cdmaras de cria divididas en dos (Figura 12).
En cada parte se colocan cinco bastidores, en el extremo se acomodan dos bastidores con
miel; en seguida, dos con cria cerrada y en la parte central, uno con cria abierta en
diferentes estados de desarrollo. La colonia original se completa con bastidores de cera
trabajada vacios. Es importante tener especial cuidado con la reina.'’
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Figura 12. Camara de cria dividida en dos, con un bastidor con miel el cual se coloca al extremo de la cdmara

Las colmenas nuevas se sellan completamente y se cambian de lugar o de apiario, se dejan
en orfandad por dos dias y posteriormente, se introduce una reina nueva virgen o fecundada
en una jaula para reinas (tipo Benton 0 JZBZ).”" Uno o dos dias después, se abre la piquera
y a los siete o quince dias posteriores se revisa la postura de la reina. Cuando la nueva

division se encuentra fortalecida se transfiere a una camara de cria de tamafio original.

En el caso de que se mantengan dos colonias dentro de la cAmara de cria dividida y se desee
producir miel, se coloca una tela gruesa a lo largo de la division debajo del techo interno

ke

Jaulas para reina tipo Benton o JZBZ. Estas cajas son empleadas para introducir nuevas reinas a las colmenas huérfanas, permitiendo
un periodo de familiarizacion y previniendo que las abejas de la colonia maten a la reina. La reina se acompafia de tres hasta ocho obreras
y una pasta de azucar glass llamada Candy, colocada en un orificio por donde la reina saldrd; la jaula se introduce entre dos bastidores
centrales con cria y por un periodo de dos a tres dias las obreras consumen el Candy, posteriormente la reina sera liberada
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para evitar que las reinas se pasen al otro lado de la colmena y se peleen entre si, se coloca

el excluidor de reinas y posteriormente las alzas de miel.

6.2 CONTROL, CAPTURA Y APROVECHAMIENTO DE
ENJAMBRES

La enjambrazén es un comportamiento de reproduccion natural de las abejas, que se
presenta en la época de floracion y abundancia de alimento; se genera por el aumento de la
poblacion y la falta de espacio, ocasionando que la feromona real no sea capaz de mantener
unida a toda la colonia. Las abejas obreras generan celdas reales para producir reinas
nuevas, la reina vieja deja de poner huevos y puede volar, saliendo de la colonia con la
mitad de la poblacion pocos dias antes de que emerja alguna de las reinas nuevas. La
primera en emerger mata a las demas, pero si emergen dos 0 mas reinas al mismo tiempo,

pelean hasta morir y la sobreviviente se convierte en la nueva madre de la colonia.***®

Dentro de las medidas de control se debe incrementar el espacio de la colonia cuando la
poblacion es muy alta y las abejas se acumulen en el exterior de la colmena formando
barbas (Figura 13), para esto se debe colocar una camara de cria extra sobre la inicial con la
finalidad de que la reina oviposite, aumente la poblacion, y en un futuro se pueda dividir;
también se adicionan alzas de miel para aumentar el espacio de la colonia y para que las
abejas almacenen la miel. Es importante colocar un excluidor de reinas entre la(s)
camara(s) de cria(s) y la(s) alza(s) de miel, para evitar que la reina oviposite en estas
Gltimas; a la reina se le corta la mitad de una de las alas para evitar que pueda volar; se
destruyen las celdas reales y de emergencia en la colmena para evitar que se genere una

nueva reina.
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Figura 13. Colonia sobrepoblada, las abejas se acumulan en el exterior de la colmena formando barbas (signo
de enjambrazon)

Si las abejas han enjambrado se agrupan formando un racimo en alguna rama, pared o en el
suelo (Figura 14), el enjambre se captura sacudiendo la rama donde se encuentre, se
cepillan las abejas sobre una lona o la colmena vacia, o aspiran. Las abejas se depositan
dentro de la cdmara de cria, la cual debe contener bastidores con cera estampada, Yy
trabajada, asi como miel para reserva de alimento; se busca a la reina, se marca, se le corta
el ala (si no se ha hecho) y se introduce nuevamente; finalmente, se cierra la piquera por 2
dias, con la finalidad de que las abejas se familiaricen con la colmena y comiencen a
trabajar. Si la reina no se localizd, solo se depositan las abejas en la colmena y se cierra la

piquera.

Figura 14. Enjambre localizado en una rama en el Bee
Lab Front Yard (BLF)
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Los enjambres que se localizaron y recolectaron fueron en los apiarios Bee Lab Back Yard
(BLB), Bee Lab Front Yard (BLF), Willowbee de la Asociacion de Apicultores de Ontario,
en las colmenas de exhibicion del Centro de Investigacion Apicola (Bee Lab) “Townsend

House, Honey Bee Research Centre” (Figura 15) y del Royal Ontario Museum (ROM),

Toronto, Canada.

' Figura 15. Enjambre procedente de una colmena

de exhibicion para experimentacion  del
! “Townsend House, Honey Bee Research Centre”,
en el cual se marcaron pintando el dorso del térax
de 40,500 abejas individualmente, divididas en
grupos de 8 diferentes colores para la aplicacion
i de diversos tratamientos contra varroa, para

estudiar si generan alguna alteracion conductual

en las abejas.

6.3 COLOCACION DE ALZAS DE MIEL

La colocacion de alzas se realiza en colmenas con alta poblacién que no tengan espacio
para poder almacenar mayor cantidad de alimento durante toda la temporada de floracion
(Figura 16). Las alzas colocadas son tipo Langstroth con nueve bastidores, es importante
colocar un excluidor de reinas entre la caAmara de cria y las alzas de miel para evitar que la
reina tenga acceso a las alzas y ponga huevos en su interior, y asi permitir que las abejas
almacenen la mayor cantidad de miel posible.

El nimero de alzas a colocar depende de la fortaleza de la colmena, el olor de los panales
vacios estimula el pecoreo, es por ello que se deben colocar muchos bastidores al principio
de la floracion;*® a las colmenas con una gran cantidad de abejas en nueve o diez bastidores
de la camara de cria (Figura 17), se les agregaron 3 alzas de miel; a las que tuvieran siete u
ocho bastidores con abejas, se les agregaron dos, y las que tenian cinco o siete s6lo se les

adicion6 un alza.’® A finales de esta época, se debe reducir la cantidad de bastidores para
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forzar a las abejas a colocar las reservas de néctar en las esquinas de los bastidores para que

estos se cosechen completamente llenos.*®

Figura 16. Colocacion de alzas tipo Langstroth en el
apiario Airport, donde algunas colmenas alcanzaron
una altura de 1.80 m del piso

i Figura 17. Colmena con una alta poblacion de abejas
a la cual se requiere agregar tres alzas de miel

6.4 COLOCACION DE “ESCAPES PARA ABEJAS”

Los “escapes para abejas” o “bee escapes” son trampas especiales que se colocan tres o
cuatro dias antes de cosechar las alzas de miel con el fin de que las alzas no presenten
abejas al ser cosechadas. Estos son tablas de madera del mismo ancho y largo que las
camaras de cria y que el alza de miel. En la parte central presentan una perforacion redonda
de cinco centimetros de didmetro y en uno de sus lados (dirigido a la camara de cria al
momento de colocarse). Cuenta con una malla alambre de forma triangular, de trama
pequefia unida por medio de tiras de madera de un centimetro de ancho que sobresalen de la
tabla de madera y le dan contorno a la malla. Los veértices no se unen perfectamente
dejando un espacio mayor al tamafio de las abejas (alto y ancho) para permitir que éstas
salgan. Al momento de colocar el escape, el lado que presenta la perforacion se dirige a las
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alzas de miel, mientras que el lado con la malla se dirige hacia el alza de miel inferior

(vacia y recién colocada) y la camara de cria.

La funcion de los escapes es permitir que las abejas presentes en las alzas superiores llenas
de miel, bajen a la cdmara de cria atravesando la perforacion del escape caminando por la
malla y saliendo en alguna de las aberturas de los vértices; pero una vez que las abejas se
encuentran en la parte inferior y quieren subir nuevamente a las alzas no pueden debido a
que los Unicos accesos (vértices) se encuentran lejos de la perforacion central (Figura 18).
Es importante sefialar que cuando se coloquen éstos, se debe colocar un alza de miel vacia
por debajo para evitar reducir por completo el espacio para las abejas y éstas intenten

enjambrar (Figuras 19 y 20).

| Figura 18. “Escape para abejas”

Figura 19. “Escape para abejas” colocado en una colmena
cuatro dias antes de ser cosechada
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Figura 20. Jesse Rebecca (Universidad de Waterloo.
Trabajadora del Centro de Investigacion Apicola (Bee Lab)
“Townsend House, Honey Bee Research Centre” (verano
2011) junto a una colmena préxima a cosechar en el
apiario Airport que tiene una altura similar a ella (1.65m)

De la Mora-Pefia A

6.5 TRASHUMANCIA

Esta actividad conocida como Apicultura Migratoria consiste en trasladar a las abejas de
una region a otra que presente mayor flujo de néctar y polen con el fin de aprovecharlos
para su cosecha.'™® La trashumancia debe ser realizada en la noche, cuando la temperatura
no es muy elevada, con las piqueras cerradas para aprovechar que la mayoria de las abejas
se encuentran en el interior de la colmena, y su actividad es reducida esto con el propdsito

de evitar la menor pérdida posible de abejas (Figura 21).

Fi

Figura 21. David Stotesbury (UoG), Carlos Medina
(Universidad Auténoma de Zacatecas, México) y
Paul Kelly (UoG) movilizando colmenas en la noche

fow

!

I e la Mora-Pefia A

a una zona de mejor floracion
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6.6 MANTENIMIENTO DE INSTALACIONES Y EQUIPO

El mantenimiento se realiza durante todo el afio. Dentro de estas actividades se realizé la
reparacion de una falsa piquera ubicada en la colmena de exhibicidn presente en el Royal
Ontario Museum (ROM) donde algunas abejas salian de la colmena al interior de la sala de
exhibicién (Figura 22). Se lavd y restaur6 equipo diverso equipo colmenas, bastidores,
maquinaria de trabajo; se lavaron y prepararon los barriles de 200 litros para el envasado de
miel; se elabord equipo para diversos proyectos de investigacion (colmenas de
observacion), techos externos, mini-nicleos de fecundacion, candy cajas para reina tipo

Benton y JZBZ; asi como el corte de pasto de los diferentes apiarios.

Figura 22. Colmena de exhibicion en la sala
“Discovery Galery” en el segundo nivel del Royal

Ontario Museum (ROM), Toronto, Canada

@l e la Mora-Pefia Ay
Delgado- Huerta GM
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7 OBTENCION DE PRODUCTOS DE LA COLMENA

7.1  MIEL

La miel es una sustancia viscosa de sabor dulce elaborada por las abejas a partir del néctar

de las flores.>** El néctar es libado™"

por las abejas, almacenado y madurado dentro de la

colmena en donde la sacarosa del néctar se desdobla enzimaticamente en glucosa y

fructuosa.

La miel debe ser fluida, espesa, con un color inespecifico debido a los minerales del suelo;

tiene un pH é&cido entre 3.2 y 3.5, tiene la propiedad de cristalizar; presenta un alto

contenido de azlcares, sales minerales, vitaminas (Complejo B) entre otras cualidades

(Cuadro 4).

Cuadro 4. Composicién de la miel®

COMPONENTE Gr/100gr Base
Humedad 21
Proteinas 21

Azlcar (fructuosa y glucosa) 73
Sacarosa 14

Dextrosa 15

Acido férmico 0.2

Acido libres 0.4
Cenizas 0.3

Lecitina 0.2

™ Libar. Accion de las abejas de succionar el néctar de las flores con ayuda de su aparato bucal
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7.1.1 COSECHA DE ALZAS DE MIEL
Las abejas recolectan el néctar y lo llevan a las colmenas donde lo depositan en la celdas,

para posteriormente evaporar el exceso de agua y finalmente transformarlo en miel.***®

La cosecha de miel se realiza de dos a cuatro dias posteriores a la colocacion de los escapes
para abejas con la finalidad de que no haya presencia de abejas dentro de las alzas. En este
verano se realizaron de dos a tres cosechas por colmena las cuales tenian de una a seis alzas

de miel listas (Figura 23).

Mora-Peiia

Figura 23. Colmenas con alzas de miel llenas previas a la colocacion de “Escapes de abejas” para su posterior

cosecha

El método de cosecha se lleva a cabo retirando las alzas llenas de miel en un 80-90% de su
capacidad junto con los escapes para abejas, este manejo se facilité con el uso de un
diablito cosechador manual (Figura 24) y del brazo mecanico instalado en el camidn

apicola de la UoG (Figura 25).

S De a A

Figura 24. Diablito cosechador de miel

manual
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Figura 25. Cosecha de miel con ayuda del brazo mecénico
instalado en el camion apicola de la UoG

Las alzas cosechadas se colocan en el camion de la UoG sobre bases de madera (funcion
salva miel) estibandolas en ocho niveles para posteriormente trasladarlas al cuarto de
alzas,? el cual se encuentra a una temperatura entre 28 - 35°C y una humedad relativa del
50% (Figura 26), lo que evita la alteracion de las propiedades fisicoquimicas de la miel y

facilita su extraccion.

De la Mora-Peiia Al

Figura 26. Cuarto de alzas

7.1.2 EXTRACCION

El Centro de Investigacion Apicola “Towsend House cuenta con una maquina para
extractar miel de tipo lineal, la cual tiene integradas las cuchillas desoperculadoras, el
banco desoperculador, la extractadora de miel y un banco para depositar los bastidores
vacios recién extractados (Figura 27)."*
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De la Mora-Pefia A

Figura 27. Maquina para extractar miel de tipo lineal

En primer lugar, los bastidores pasan por las cuchillas desoperculadoras para retirar los
opérculos que cubren la miel madura, posteriormente los bastidores se depositan en el
banco desoperculador, mientras que los opérculos y la miel que escurren caen a un tanque
de desoperculado con malla que separa los opérculos de la miel para recolectarla por
centrifugacion.’® En el siguiente paso, los bastidores pasan al extractor motorizado de
forma cuadrangular con capacidad para 24 bastidores, doce de cada lado (figura 28), en el
extractor permanecen girando por diez minutos y al final se colocan los bastidores vacios

en alzas de miel para reutilizarse o almacenarse hasta la siguiente temporada.

[De Ia Mora Peiia A ‘

Figura 28. Extractor motorizado cuadrangular
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7.1.3 SEDIMENTADO

La miel extractada se deposita en un tanque de sedimentacién con ayuda de una bomba para
liquidos viscosos, en el tanque la miel permanece de 48-72 horas con la finalidad de que los

residuos e impurezas se dirijan a la superficie y se puedan retirar facilmente.**

7.1.4 FILTRADO

Este proceso consiste en hacer pasar la miel por un filtro de malla de tela con perforaciones
de dos por tres milimetros de abertura, con el fin de retirar cualquier residuo presente en la
miel.* Por inocuidad, la miel filtrada se deposita en tambos de acero con bolsa de pléstico

limpia en el interior con capacidad para 200 litros (Figura 29).

Figura 29. Filtrado de la miel

7.1.5 ENVASADO, ETIQUETADO Y VENTA
La miel filtrada se envasa en frascos de 50g, 250g, 5009, 1 kg, cubetas de 4 y 19 kg y

tambos de 200 kg con ayuda de una envasadora automatica de la marca Nassenheider®
(Figura 30). Cada una de estas presentaciones es etiquetada con informacion de la facultad
y destinada para venta (Figura 31-a 'y 31-b).
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Figura 31-a. Venta de

miel en barriles

iDe la Mora-Pefia A

Figura 31-b. Exhibicién de venta de miel en presentacion de frascos de 50, 250, 500g y 1 kg

7.1.6 CLASIFICACION DE LA MIEL

La miel de la UoG tiene una clasificacion “Canada No.1, Golden, extra light amber,
liquid”, donde Canada No.1 se refiere a que la miel tiene un porcentaje de humedad menor
del 17 % (Figura 32),"® Golden es el color dorado y se obtiene con la escala de color de
miel Jack’s scale® encontrdndose dentro de 31-50mm (32.5mm) donde recibiria el nombre
de ambar extra claro (extra light amber), aunque en la clasificacion canadiense es dorado

(Figura 33), mientras que Liquid corresponde a la presentacion liquida.
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De la Mora-Peiia A

Figura 32. Porcentaje de humedad de la miel menor a 17% medida con un refractometro para miel

[De la Mora-Peiia A

Figura 33. Escala de color canadiense de la miel con una clasificacion Golden o dorado, donde la miel tiene

32.5 cm dentro de la escala de color de miel Jack’s scale ®

7.2CERA
La cera es el principal material de construccion de las abejas para formar celdas y panales.
Est4 formada por una cadena de 16 — 64 carbohidratos y alcoholes, es muy estable y no
sufre deterioro, su punto de ebullicion se encuentra en los 62 y 63 °C; es usada en la
industria apicola, de velas, de cosméticos, dental, electricidad, calzado, crayones, como

abrillantador, entre muchos otros usos.

Es producida por cuatro glandulas de las abejas obreras localizadas en la parte ventral del
abdomen, se secreta en forma de escamas blancas claras y moldeadas por el aparato bucal

para la formacion de celdas y de opérculos en los panales. *
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7.2.1 COLECCION

La cera recolectada proviene principalmente del proceso de extraccion de miel, en especial
del proceso de desoperculado y centrifugado de la miel, la cera se almacena en un barril
fundidor (Figura 34) el cual tiene conectadas tres llaves de salida a diferente altura en la

parte inferior y un calentador interno.

De la Mora-Pefia A

Figura 34. Barril fundidor de cera

7.2.2 FUNDIDO

Una vez lleno el barril de cera se le agrega agua corriente hasta una cuarta parte de su
capacidad y se enciende el calentador con el fin de derretir la cera, una vez liquida se
forman diferentes estratos por densidad dentro del tanque (Cuadro 5).

Cuadro 5. Composicion de los estratos superior, medio e inferior dentro del Barril fundidor de cera

Estrato Composicion
Superior Residuos, restos de abejas, basura,
polen, etc
Medio Cera

Inferior Miel y agua



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

33

7.2.3 ENVASADO Y VENTA

La cera fundida se almacena en trastes especiales para la elaboracién de cera en marqueta
(Figura 35). Una vez que los estratos se han formado se abre la segunda llave del barril y se
drena dejando salir agua con cera y algunos residuos, cuando comience a salir cera limpia
se cierra esa llave y se abre la superior llenando los recipientes necesarios; cuando
empiecen a salir los residuos del estrato superior se cierra esa llave y se abre la inferior

para que salga el agua con cera y residuos para asi limpiar el barril.

B D Ia Mora-Peiia A

Figura 35. Cera en marqueta para venta

Los recipientes para almacenar la cera liquida deben estar limpios y humedecidos con una
ligera pelicula de agua jabonosa para facilitar el desprendimiento de la cera una vez
formada la marqueta. La cera es vendida a un templo para la elaboracién de velas.

7.3 ABEJAS - FORMACION DE NUCLEOS

Los nucleos son una forma de comercializar y adquirir abejas, cada uno se forma por una
pequefa colonia de abejas adultas, cuatro panales colocando en los extremos panales con
alimento (miel y polen) y en el centro panales con cria abierta y operculada en distintas
etapas de desarrollo; se coloca una reina virgen o fecundada. Los nucleos elaborados son

vendidos a apicultores de la region.
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8 CRIADE REINAS

La cria de reinas se realiza de forma natural por las abejas cuando en la colmena hay una
disminucién en la percepcion de la feromona real, esto sucede cuando hay ausencia de
reina, cuando ésta es vieja, improductiva, cuando esta enferma, no fue aceptada por la

colonia, se le agotd la reserva de espermatozoides y cuando la colmena va a enjambrar.

En el &mbito productivo la cria de reinas es una actividad de gran importancia para el
apicultor, ya que ayuda a mejorar genéticamente a las abejas, con el fin de obtener las
caracteristicas deseables, como aumentar la produccion de miel, docilidad, resistencia a

enfermedades, comportamiento higiénico, asi como disminuir la enjambrazon y el pillaje.

Para lograr una Optima cria de reinas se requiere la cria de zanganos, con la finalidad de
conocer y controlar el origen genético que queremos para fecundar a las reinas, ya sea

naturalmente y/o por inseminacion instrumental.

Una vez que las reinas se encuentran sanas y han quedado fecundadas, se marcan con
pintura en el dorso del térax y se les corta la mitad del ala dependiendo el afio en que hayan
nacido (Cuadro 6). Posteriormente, se introducen en una colmena huérfana o son ofrecidas

para venta colocandolas en jaulas tipo Benton, Yucatan o JZBZ.
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Cuadro 6. Identificacion de reinas con base en el color y corte de ala segdn la clasificacién internacional®

Mnemotecnia Color Terminacion de  Tipo de afio Corte de ala
ano non/par der/izq
B Blanco 16 N I
A Amarillo 2 7 P D
R Rojo 3 8 N I
\% Verde 4 9 P D
A Azul 510 N |

8.1 FORMACION DE UNA COLONIA INCUBADORA

La colonia incubadora se forma por el método Cloake el cual establece la capacidad que
tienen las abejas para producir celdas reales en época de enjambrazén, se encuentra
constituida por la unién de dos colmenas fuertes. La colmena inferior contiene reina, la
colmena superior esta huérfana y debe provenir de un apiario diferente, con el fin de que las
abejas no regresen al lugar donde se encontraba su colmena original. El procedimiento de la

cria de reinas se lleva a cabo en varios dias (Cuadro 7).

La colmena incubadora (Figura 36) funge como colmena incubadora y finalizadora, desde
la formacion la alimentacién de larvas con jalea real hasta la liberacion de las reinas en
jaulas individuales; esta formada de la siguiente manera:

e Piso

e Excluidor de reinas

e Céamara de cria con reina

e Excluidor de reinas

e Lamina deslizable para evitar que la feromona real llegue a la colmena

huérfana de la camara de cria superior
e Excluidor de reinas
e Céamara de cria huérfana

e Excluidor de reinas
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Alimentador de techo para jarabe de azlcar con ramas como flotadores
Techo interno

Techo externo

;—;t’ 0y M eiia A
Figura 36. Colmena incubadora

Cuadro 7. Actividades a realizar por dia para la cria de reinas en la colmena de incubacion por el método

Cloake

DIA

ACTIVIDAD

0

~14

> Transferir abejas jovenes (nodrizas) de la cAmara de cria inferior a la
superior, sacudiendo bastidores de cria recién emergida sobre la cAmara de
cria huérfana. La lamina intermedia debe estar en su posicion de cerrado.
—>Introducir un bastidor con copaceldas que permanecera por 24 horas para
que las abejas las limpien, las impregnen con su aroma y se familiaricen con
ellas.

—>Alimentar la colonia huérfana con una torta de polen la cual es una fuente
de proteina, nitr6geno, azufre, fésforo, almidon, aceites, hidratos de carbono,
y otras sustancias, que ayudaran a estimular la produccion de jalea real. La
jalea real es producida en las glandulas hipofaringeas ubicadas en la cabeza
de las obreras.

—>Retirar el bastidor con copaceldas para realizar el traslarve por el método
Doolittle descrito en el punto 8.3 mas adelante.

—>Una vez hecho este procedimiento se coloca de nuevo el marco con las
larvas (recordar que la lamina intermedia debe estar en la posicion de
cerrado).

- La lamina se desliza a la posicién de abierto quedando asi hasta que la
celda real cumple catorce dias de edad (entre los nueve y once dias después
del traslarve dependiendo la edad de las larvas).

—>Entre los nueve y once dias de después del traslarve (catorce dias de
edad) se saca el marco de la colmena con las celdas reales formadas, para
evitar que las reinas emerjan dentro de la colmena (a los 16 dias de edad) y
se maten entre si.
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Es importante eliminar todas las celdas reales y de emergencia formadas de forma natural
por las abejas, asi como contar con un registro del porcentaje de formacion de celdas reales
contando las celdas que se lograron, por ejemplo en un total de las 45 larvas colocadas el
porcentaje promedio de formacion de celdas fue de 80% el cual se considera aceptable.

8.2 METODOS DE FECUNDACION PARA LAS REINAS

Dentro de los métodos de fecundacion de reinas podemos encontrar inseminacion
instrumental, introduccion de reinas virgenes a nucleos de fecundacion o a colmenas

huérfanas para su apareamiento de forma natural.

8.2.1 REINA DESTINADA PARA INSEMINACION INSTRUMENTAL

Para obtener reinas virgenes para inseminar de forma controlada, se debe colocar cada
celda real formada de catorce dias de edad, en una jaula individual; estas jaulas se colocan
en un bastidor con marco especial (Figura 37) el cual las mantendra en su posicién vertical,
éste se introduce dentro de la misma colmena incubadora. Las jaulas individuales permiten
contener las celdas reales aisladas (colocando una liga a lo largo de la jaula, para que la
celda real no se desprenda), evitando asi que las reinas al emerger escapen, se maten entre

ellas y realicen vuelos de fecundacion no controlados.

Figura 37. Bastidor con jaulas individuales

para celdas reales de catorce dias de edad

Después de que la reina haya emergido (16 dias de vida de la celda real) se retira la
copacelda vacia para evitar que la reina entre en la copacelda y muera dentro.
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Entre los cinco y trece dias de vida de la reina (después de que emergid) se insemina, se

marca Yy se destina para venta o se introduce en una colmena huérfana.

8.2.2 REINA DESTINADA A LA INTRODUCCION EN MINI-
NUCLEOS DE FECUNDACION

Los mini-nacleos de fecundacion se encuentran formados por tres bastidores, espacio para
alimentador interno y abejas jovenes, a uno de esos bastidores se le coloca un fragmento de
feromona mandibular sintética de la reina “QMP” de nombre comercial Bee Boost de Phero

Tech® que sustituye a la feromona real y permite mantener a las abejas unidas.

A los catorce dias de vida las celdas reales se introducen en mini-nicleos huérfanos de
fecundacion (Figura 38) para que la reina emerja en los proximos dos dias (16 dias totales)
dentro de éstos. Entre los tres y cinco dias después de que la reina ha emergido sale a los
vuelos de orientacion, entre los cinco y trece dias se busca a la reina para ver si fue
aceptada y se revisa la postura como sefial de que quedo6 fecundada, se marca y se corta la
mitad del ala dependiendo el afio.

Figura 38. Introduccién de celdas reales a mini-
nucleos de fecundacion

8.2.3 REINA DESTINADA PARA LA INTRODUCCION A UNA
COLMENA HUERFANA

Una vez que la reina esta fecundada y ovipositando se introduce en una colmena que ha
estado en orfandad uno o dos dias, al introducirla debe ser en su jaula y sin abejas
acompafiantes, ya que su presencia disminuye en gran medida la aceptacion de la reina, la

jaula se introduce entre dos bastidores con cria en distintas etapas de desarrollo. Las obreras
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pueden apelotonarse alrededor de la jaula para intentar matar a la reina pero ésta se protege

en la jaula.?

A la jaula se le coloca candy en uno de los orificios que comunican con el exterior, éste es
consumido por las obreras de la colonia, en este periodo de tiempo las obreras se
familiarizan con la nueva reina y una vez terminado el candy la reina sale. Es importante
revisar la colmena dos dias después de la introduccion de la caja con la reina, y destruir

todas las celdas reales.®

8.3 TRASLARVE

El método de traslarve empleado es el método Doolittle, el cual consiste en tomar dos
bastidores de colmenas seleccionadas genéticamente, que deben tener larvas de una edad de
entre doce y 36 horas de vida, las cuales normalmente se encuentran junto a las celdas con
huevo recién puesto; la edad ideal de la larva es aquella en la que no se distingue la larva al
fondo de la celda, sino que sélo se observa jalea real.

Estos bastidores se sacuden y cepillan para retirar todas las abejas, se trasladan al lugar
himedo y fresco donde se hara el traslarve cubriéndolos con un pafio himedo para evitar

que las larvas se deshidraten.

Con ayuda de una cucharilla de traslarve se transfieren cuidadosamente las larvas del fondo
de las celdas deslizando la cucharilla por las paredes de la celda, para recoger y no
dafarlas; las larvas se depositan suavemente en el fondo de la copacelda deslizando la
cucharilla por las paredes de la copacelda (Figura 39). Este procedimiento se realiza en las
45 copaceldas y se acomodan en un bastidor portacopacelda, el cual tiene tres travesafos,
cada travesario tiene capacidad para quince copaceldas unidas a una base de madera que
mide uno por un centimetro en cada bastidor (Figura 40).
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Figura 40. Bastidor porta copaceldas de plastico
o de cera dividido en tres travesafios con quince
copaceldas pegadas en una base de madera de
1x1 cm, con la abertura de las copaceldas
dirigida hacia abajo, dando un total de 45

copaceldas

Del mismo modo el marco portacopaceldas con las larvas se reintroduce a la colmena

incubadora transportandolo cubierto con un pafio himedo.


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

41

9 PREPARACION DE COLMENAS PARA INVIERNO

Como ya se ha mencionado, debido al invierno tan largo de ocho meses y al impacto que ha
tenido el Sindrome de Colapso de las Colonia (SCC) se necesita preparar a las colmenas
para que lleguen fuertes, con una reina en Optimas condiciones, maxima poblacion y

reservas de alimento para que puedan resistir el invierno.

Un mes antes de iniciar el invierno, se alimenta cada colmena con 20 litros de jarabe de
fructuosa al 65%, se perfora la parte superior de la camara de cria para que, en caso de que
la nieve cubra la colmena haya flujo de aire al interior de la misma; se coloca un guarda
piquera para prevenir la entrada de los vientos y la entrada de otras abejas; se coloca sobre
el techo externo una pieza de poliuretano que cubra el largo y ancho de la cdmara de cria y
cinco centimetros de alto para que ayude a mantener la temperatura y evitar la
condensacion dentro de la colmena; por ultimo se coloca una cobertura de plastico negro

que sirve como aislante y capta mayor radiacion solar (Figura 41).

Delgado-Huerta GNL

Figura 41. Preparacion de una colonia para invierno. Foto: Delgado-Huerta GM
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10 DIAGNOSTICO, TRATAMIENTO Y CONTROL DE
ENFERMEDADES

10.1LOQUE AMERICANA

Enfermedad de origen bacteriano que afecta a la cria de las abejas meliferas, causada por el
Paenibacillus larvae. Durante la estancia no se detectd algin caso de la enfermedad en las
colmenas de la UoG, sin embargo, apicultores de la regidn si cuentan con ella, por tal
motivo se realiza su prevencidn esparciendo en los cabezales de las colonias oxitetraciclina
en polvo “Oxisol-62.5” de laboratorios “Vétoquinol®” mezclada con azucar glass al

finalizar la época de floracion a finales de septiembre.

10.2VARROOSIS

Enfermedad causada por el acaro Varroa destructor, la mayoria de las colmenas de la
Universidad presentaron una infestacién natural, sin embargo, algunas colmenas fueron
infestadas artificialmente para el estudio de la misma. Los niveles de infestacion se
determinan como altos cuando se encuentran mas de 5.2 varroas, y se determinan como

bajos cuando se encuentran 5.1 varroas 0 menos por cada 100 abejas.*

El método de diagndstico de varroosis fue por el método de charola, el control se lleva a
cabo en dos fases, la primera es con el uso de amitraz “Apivar®” colocando dos tiras por
colmena posterior a la floracién y la segunda es con el uso de acido oxalico al inicio del

invierno cuando no hay cria en la colmena.

10.3 NOSEMOSIS

Enfermedad causada por el hongo Nosema spp (N. apis y N. ceranae), la cual se encuentra
en pocas colmenas de la UoG. No se aplica tratamiento de control debido a que se
encuentra prohibida, ademéas que en verano, cuando hay una alta infestacion de esporas, las
colmenas infestadas son empleadas con fines experimentales de investigacion, mientras que

en el invierno la cantidad de esporas disminuye de manera notable.
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11 PROYECTOS DE INVESTIGACION

Los diversos proyectos de investigacion en los que participé fueron desarrollados por el
PhD Ernesto Guzman Novoa para estudiar y conocer acerca del Sindrome de Colapso de
las Colonias (SCC).

Para la mayoria de los proyectos de investigacion se obtuvieron abejas recién nacidas de
menos de 24 horas de vida de distintas colmenas de la mayoria de los apiarios, llegando a
necesitar hasta mas de 3,000 abejas a la semana. Estas abejas se obtuvieron de colmenas
muy pobladas, sanas y con reservas de alimento. La temporada para obtenerlas inicia en la
primavera y termina en el otofio ya que en ese periodo es cuando hay mayor poblacién y
alimento. La metodologia consiste en localizar a la reina para no dafiarla y encontrar
panales de cria con 5 abejas emergiendo de cada lado para asegurarnos que en las proximas
24 horas la mayoria de las abejas emergeran, los bastidores son tomados y depositados en
una incubadora por 24 horas para mantenerlos en incubacion a una temperatura promedio
de 33°C, y a una humedad relativa entre 50 y 60%. Posterior a este periodo, las abejas
recién emergidas son contadas y destinadas a un proyecto de investigacion especifico. El
manejo de estas abejas se facilita, ya que son incapaces para volar y los sacos del veneno

no estan llenos.

Los proyectos a los que se sometieron estas abejas se describen a continuacion.

11.1CRIOPRESERVACION Y VALORACION DE LA VIABILIDAD
DE ESPORAS DEL HONGO Nosema ceranae POR MEDIO DE
TINCIONES

Este proyecto forma parte de la tesis de maestria de Janine McGowan. El objetivo es
determinar el mejor método para la criopreservacion y la viabilidad de esporas muertas por

calentamiento a 80°C por una hora. Se formaron tres grupos de esporas muertas sometidas
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a diferentes tinciones, las esporas tefiidas son fotografiadas y analizadas en computadora
por medio del programa “Volocity”.*+*!
o “BF” (Bright field) o Campo brillante. Las esporas son tefiidas de blanco y
negro, las esporas se observan brillantes (Figura 42).
o DAPI (D, 1306 — DAPI) (4’ 6 — diamino 2 phenylindole, dihydrochoride).
Las esporas se tifien de azul, esta tincion tifie el ADN, por lo que los nicleos
se ven brillantes y bien definidos (Figura 43).
o PI (Prodium Yodide P3566). La foto se ve roja, se tifie el ADN Unicamente

de las células muertas (Figura 44).

[De la Mora-Pefia A

Figura 42. Esporas de nosema Figura 43. Esporas de nosema rigura 44. Esporas de nosema
tefiidas con BF tefiidas con DAPI tefiidas con Pl

La participacion en este proyecto consistié en realizar la extraccion, filtrado, tincion y
preparacion de las esporas para el estudio; colectar abejas de 24 horas de vida; realizar el
macerado de abddémenes de abejas, obtener esporas congeladas, filtradas, centrifugadas y
tefiidas; elaborar laminillas, tomar fotos con el programa Volocity y contar las esporas

analizadas.

m Volocity. Programa computacional de laboratorio por un microscopio compuesto y una cdmara para microscopio, se

encarga de tomar fotos microscopicas multicromaticas de laminillas de laboratorio
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11.2 EXPRESION DE GENES RELACIONADOS CON LA
INMUNIDAD CUANDO FUERON ESTIMULADOS CON
INFECCIONES DE Nosema ceranae Y CON INDUCTORES
INMUNES

Trabajo para la tesis de maestria de Pegah Valizadeh. Los objetivos consisten en determinar
la patogenicidad de las esporas de nosema en las abejas meliferas, analizar la variabilidad
genética del hongo en distintas partes del mundo, medir la expresion de genes relacionados
con la inmunidad cuando se estimulan con infecciones de Nosema ceranae y con inductores
inmunes, determinar el efecto de fuentes nutricionales en la produccion de péptidos
antimicrobianos de las abejas meliferas cuando son estimuladas con infecciones de nosema

y evaluar la viabilidad de esporas del hongo frescas y almacenadas.

En este estudio se apoyd con la coleccion de abejas de 24 horas de vida, inoculacion de
tratamientos a las abejas por via oral, asi como el monitoreo y control de los lotes de abejas

en incubacion.

11.3 EFECTOS DE ALGUNOS PESTICIDAS SOBRE EL SISTEMA
INMUNE DE LAS ABEJAS MELIFERAS COMO UN POSIBLE
FACTOR RELACIONADO AL SINDROME DE COLAPSO DE
LAS COLMENAS

Proyecto de tesis doctoral del investigador Hassan Tarik. El objetivo del proyecto es
determinar el efecto de los tres pesticidas mas cominmente empleados (Imidacloprid,
Clotianidina y clorotalonil) sobre el sistema inmune de las abejas, determinar la dosis letal
50 LDs para cada pesticida, asi como el efecto de cada uno sobre la longevidad de las

abejas.
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En este proyecto se participé con la coleccion de abejas recién emergidas de menos de 24
horas de vida, aplicar tratamientos con distintas concentraciones de quimicos por via oral y

por contacto en térax, asi como monitorear las abejas inoculadas en observacion.

11.4EFECTOS DE ACARICIDAS NATURALES Y SINTETICOS
SOBRE EL ACARO Varroa destructor Y SOBRE EL
COMPORTAMIENTO Y LA RESISTENCIA NATURAL DE LAS
ABEJAS MELIFERAS

Proyecto para la tesis de maestria de Hanan Gashout. El objetivo del proyecto fue
determinar la toxicidad y la dosis letal 50 LDs, de acaricidas naturales y sintéticos usados
para el control del varroa, determinar el efecto de los acaricidas en el comportamiento de
las abejas (pecoreo, aprendizaje, comportamiento higiénico y de acicalamiento), determinar
el efecto de cada acaricida sobre el sistema inmune de las abejas analizando la expresion

inmune en los genes.

En este trabajo se participé con el marcaje de 45,000 abejas, a las cuales se les pinté el
dorso del térax con 8 colores distintos, las abejas se inocularon por via oral con 8 distintos
tratamientos, para este proyecto también se colectaron abejas de menos de 24 horas de
edad.

11.5 EVALUACION DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS
Bauveria bassiana, Chlonostachys rosea Y Metarhizium anisopliae
COMO CONTROLES BIOLOGICOS PARA COMBATIR AL
ACARO Varroa destructor

Proyecto para tesis doctoral de Alice Sinia. El objetivo es determinar la patogenicidad y la
LDsy de los hongos entomopatdgenos Bauveria bassiana, Chlonostachys rosea y
Metarhizium anisopliae en los acaros y en las abejas meliferas, medir el efecto de la
temperatura sobre el crecimiento del hongo y la produccién de conidias en el laboratorio,
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asi como determinar el efecto de los tratamientos con los hongos aplicados solos o en

combinacién con timol.

El apoyo a este proyecto consistidé en aplicar tratamientos con hongos entomopatdgenos,
administrarlos a las abejas y observar las colonias tratadas con cada uno.

11.6 ESTUDIO SANITARIO DE COLONIAS DE ABEJAS
MELIFERAS (Apis mellifera) EN ZACATECAS, MEXICO

Proyecto de tesis doctoral del MVZ. Carlos Medina. Los objetivos del trabajo es evaluar el
estado sanitario de las colonias manejadas y silvestres en la zona centro y sur de Zacatecas,
determinar el origen genético de colonias manejadas y silvestres mediante analisis del ADN
en la zona centro y sur del estado de Zacatecas, estudiar el efecto del comportamiento
higiénico con la tolerancia a Varroa destructor, estudiar el efecto del comportamiento
higiénico con la produccion de miel, asi como establecer el costo generado por el desarrollo

del comportamiento higiénico en colonias de abejas africanizadas y europeas.

En este trabajo se colabord con el macerado de abejas, centrifugado de macerado y correr
pruebas de técnicas moleculares como la Reaccion en cadena polimerasa (PCR), para el
conocimiento del origen genético de las abejas de Zacatecas, México.

11.7BASES GENETICAS Y DE COMPORTAMIENTO SOBRE LA
RESISTENCIA DE LAS COLONIAS DE ABEJAS MELIFERAS
AL ACARO Varroa destructor

Proyecto de tesis de maestria de Berna Emsen. El objetivo del trabajo fue determinar la
relacion entre los mecanismos de comportamiento de las abejas con el crecimiento de la
poblacion de acaros en la colonia, asi como con la expresidon de genes de inmunidad. Para
este proyecto se colaboré con al aplicacion de campo de feromona de ataque para
determinar comportamiento de defensividad en las colmenas del Bee lab, asi como en la

coleccidn se zanganos en la época de floracion para estudiar caracteristicas reproductivas.
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12 COSTOS

Este Trabajo Profesional tuvo un costo aproximado de $ 53,289.76 pesos mexicanos. El
48% de los gastos correspondié al hospedaje y pagos del seguro de la UoG, el 21% al
transporte, el 16.5% a recreacion y gastos varios, el 12.8% a alimentacion y el 1.2% a
limpieza y articulos personales, asimismo se conté con apoyo financiero de $1,500.00
délares canadienses otorgado por los proyectos encaminados a estudiar el SCC por parte del

PhD. Ernesto Guzman Novoa y la Universidad de Guelph, Canada.
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13 CONCLUSIONES

Los logros alcanzados en este trabajo profesional fueron satisfactorios debido
a que se cumplié con todos los objetivos establecidos. La participacion en
diversos proyectos de investigacién encaminados a conocer y resolver los
problemas existentes en la apicultura mundial, me permitié adquirir
conocimientos y habilidades que pueden ser aplicados en nuestro pais,
aprovechando que México figura dentro de una de las principales posiciones a
nivel internacional en este sector, a pesar de contar con problemas sanitarios

de varroosis, nosemosis, asi como de africanizacion.

Es de suma importancia que nuestra Universidad, al ser la maxima casa de
estudios de nuestro pais, siga colaborando con otras instituciones
internacionales para el desarrollo de nuevas tecnologias y metodologias
aplicables y adaptables a la apicultura nacional, asi como con el estudio de
fendmenos como el Sindrome del Colapso de las Colonias que atentan contra

la apicultura mundial.
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RESUMEN

DE LA MORA PENA ALVARO. Patogenicidad y virulencia de esporas del hongo
Nosema ceranae en abejas meliferas (Apis mellifera L.); bajo la direccion del PhD Ernesto
Guzman Novoa y de la MVZ Adriana Correa Benitez.

La nosemosis es una enfermedad de las abejas meliferas (Apis mellifera L.), causada por
Nosema apis y N. ceranae, hongos microsporidios intracelulares. Por muchos afios se creyo
que solo N. apis causaba la enfermedad, pero N. ceranae se descubrié recientemente
asociada a casos de mortalidad de abejas. A través de sus esporas, estos microorganismos
parasitan las células epiteliales del ventriculo e intestino de las abejas, destruyéndolas y
alterando la fisiologia digestiva de estos insectos.

En este estudio se prepararon 17 diluciones con distintas concentraciones de esporas de N.
ceranae (desde 32 a 1°000,000 de esporas por abeja), con las cuales se inocularon 1,560
abejas por via oral para determinar la patogenicidad y virulencia del microorganismo.
También se midio el tiempo de vida de abejas inoculadas con esporas del hongo y de abejas
no infectadas, asi como el tiempo que las esporas pueden mantenerse viables, a través de

inocular abejas con esporas que habian sido almacenadas a distintos intervalos de tiempo.

Se determino que las esporas de N. ceranae son patogenas a A. mellifera L., encontrandose
que la dosis minima de infeccidn de esporas a las abejas se ubica entre 0 y 32 esporas por
individuo. La correlacion entre los niveles de indculo inicial y nivel de infeccion de
nosemosis a los 18 dias fue altamente significativa (r = 0.66; P < 0.0001; n=324). EI 98%
de las abejas presentaron la enfermedad al ser inoculadas con una dosis de 20,000
esporas/abeja. Al inocular a las abejas con dosis de > 4,000 esporas de N. ceranae por
abeja, las esporas tuvieron una replicaciéon de 14.9 £+ 1.4 millones de esporas. El tiempo de
vida de las abejas infectadas disminuy6 en un 14% en relacion al tiempo de vida de las
abejas no inoculadas con el hongo. Las esporas almacenadas hasta por un periodo de

[Type text]
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tiempo de dos afios permanecieron viables y potencialmente patdgenas, pudiendo generar
una replicacion promedio de 5,3 millones de esporas por abeja. La informacién generada en
este estudio muestra que las esporas de N. ceranae son altamente infectivas, patégenas y
virulentas a las abejas. Sin embargo, su efecto sobre el tiempo de vida de las abejas es
relativamente menor. Esta informacién y las metodologias usadas, sientan las bases para
realizar més estudios que permitan entender como N. ceranae afecta la salud de las abejas

meliferas.

Palabras clave: Nosema ceranae, esporas, patogenicidad, virulencia, viabilidad.
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1 INTRODUCCION

1.1ANTECEDENTES

A través de la historia, las abejas meliferas (Apis mellifera L.)* han tenido un impacto
positivo en el medio ambiente, son responsables de contribuir al equilibrio ecolégico del
planeta al encargarse de mantener la biodiversidad de especies vegetales, incrementar la
produccién de alimentos vegetales por medio de la polinizacion de plantas silvestres y
cultivos agricolas, lo cual incide en la produccion de alimentos para muchos seres vivos
incluido el hombre. Este Gltimo, al darse cuenta de todas estas cualidades de las abejas, se
ha esforzado a través de los afios en aprovecharlas para beneficio propio; encargandose de
disefiar tecnologia aplicable para poder extraerlas de su medio natural (trasiego) y
trabajarlas en condiciones controlarlas mediante el uso de colmenas tecnificadas, poniendo
especial interés en reproducirlas, obtener sus productos (miel, polen, prop6leos, veneno de
abeja, jalea real, entre otros), asi como protegerlas del medio ambiente y de las

enfermedades que las afectan.

Dentro de las enfermedades y problemas que afectan a las abejas meliferas, encontramos
enfermedades virales, bacterianas, fungales y parasitarias; ademas de la africanizacion,
problemas ambientales y depredadores, que afectan su biologia, su comportamiento y su

ciclo de vida.

Una nueva amenaza a la que se enfrentan las abejas actualmente es conocida como el
Sindrome del Colapso de las Colonias (SCC).™?2 Este sindrome es un fenémeno a nivel
mundial, aparecio en el invierno de 2006 en Estados Unidos de América, Canada, Europa,
Asia, Africa y Australia;> el SCC ha consternado a apicultores, cientificos, autoridades y al
publico en general, debido a que este fendmeno ha causado grandes pérdidas econdmicas

) Apis mellifera L. Clasificacion taxonémica: Reino Animalia, Phylum Arthropoda, Clase Istecta, Orden Hymenoptera,
Suborden Clistogastra, Superfamilia Apoidea, Familia Apidae, Género Apis y especie mellifera L.
" scc. sindrome del Colapso de las Colonias, internacionalmente el fenémeno es nombrado como Colony Collapse

Disorder por lo cual se identifica por sus siglas CCD conocido a nivel mundial en idioma inglés
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en el sector apicola,® equivalentes a los 1,000 millones de délares al afio; este fenémeno se
caracteriza por que las colonias se debilitan y se despoblan hasta desaparecer en el invierno
e inicio de la primavera sin una posible causa que lo ocasione.>** Al inicio de la primavera,
las colmenas se encuentran vacias sin la presencia de cadaveres de abejas adultas y la cria
en diferentes estados de desarrollo estd muerta.? Este sindrome desde su aparicion, ha
llegado a afectar a mas del 30% de las colonias y su impacto es tres veces mayor al valor
considerado como normal (10 %) de pérdida en invierno. Actualmente se desconoce su

origen.

Diversos estudios han encontrado que dentro de los posibles factores implicados en el
despoblamiento de las colmenas se encuentran: la parasitosis causada por el acaro Varroa
destructor, la cual se ha asociado al 85% de los casos en el norte de América, debido a la
resistencia que ha generado varroa a los acaricidas comerciales (Amitraz),® lo cual
disminuye considerablemente el control de la enfermedad, debido al uso indiscriminado de
éstos en el mundo.® Higes reporté en 2008 que el microsporidio Nosema ceranae fue el
principal agente encontrado en las colmenas afectadas en Europa matando del 34% al 80%
de las colonias; observo también en 2009 que las abejas infectadas con nosema salen de la
colmena para morir en el exterior y asi evitar que la enfermedad se siga diseminando
dentro, ese comportamiento es llamado “eliminacién de patgenos suicida™.* Entre otros
factores relacionados con el SCC encontramos virus, bacterias, parasitos, acaricidas, estrés,
poblaciones débiles, falta de alimento proteinico, mal manejo, pesticidas y cambios
climaticos;***® asimismo se ha encontrado que en el invierno la reduccién de la poblacion
en las colonias es del 42%, mientras que las reservas de alimento se reducen més del 47%.3
Todos estos factores actlian en combinacion y deterioran la calidad de vida de las colonias,

debilitandolas hasta matarlas.®
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1.2NOSEMOSIS

Dentro de los diversos problemas que enfrenta la apicultura se encuentra la nosemosis, que
es una enfermedad que afecta la calidad de vida y productividad de las abejas meliferas
(Apis mellifera L.), es causada por microsporidios intracelulares del género Nosema

(Nosema Apis Zander 1909 y Nosema ceranae Fries 1994).”5°

1.2.1 DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

La nosemosis esta distribuida a nivel mundial**®

y es conocida también como nosemiasis o
enfermedad de la desaparicion espontadnea. La enfermedad se caracteriza porque el
microorganismo dafia el tracto digestivo de las abejas adultas, las debilita y las vuelve
menos productivas ocasionando grandes pérdidas en las poblaciones apicolas cuando los
niveles de infeccién son altos. *° Actualmente esta enfermedad se ha asociado con el SCC,
debido a que en 2006 N. ceranae y el sindrome comenzaron a afectar a las abejas

meliferas, 10112

1.2.2 NOSEMOSIS EN MEXICO Y EN EL MUNDO

Nosema apis fue descubierta por primera vez en el afio de 1857 por Donhoff y Leuckart. En
1909 el aleman Enoch Zander la nombré como nosemosis demostrando que era una
enfermedad enzootica de las abejas causada por esporas, a las que clasific6 como
microsporidios y dio al patégeno el nombre de Nosema apis. Zander descubridé que las
esporas alteran el epitelio del intestino medio de las abejas. En el afio de 1952 los
investigadores Katznelson y Jamieson encontraron que la enfermedad podia ser tratada con

éxito empleando fumagilina.***°

En el afio 2007 se encontrd que la subespecie Nosema ceranae causante de la enfermedad
en las abejas asiaticas Apis cerana Fabricuis, también afectaba a las abejas europeas (Apis
mellifera L.).**® Sin embargo Yakobson en 1992 habia observado que este microorganismo
estaba presente en ambas especies de abejas, sin embargo, no habia reportado los dafios que

le ocasionaba a A. mellifera.® El diagndstico para determinar la presencia de N. ceranae se
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determind por medio de técnicas moleculares como la reaccion en cadena polimerasa
(PCR), esto es debido a que a pesar de que las esporas de N. ceranae son de menor tamario
que las de N. apis, no existe una diferencia significativa entre ellas, mientras que con esta
técnica molecular el diagnostico es mas efectivo. Esta prueba es una técnica diagnostica
con mayor sensibilidad y especificidad al microorganismo, ademas de ser rapida,
econdémica y sencilla.>**** La especie Nosema ceranae se considera méas patogena para
Apis melliferas que N. apis, hasta la fecha ha sido localizada en Canadd, Estados Unidos, al
sur y este de Europa, Asia y México.?***? Se ha argumentado que la estrecha relacion que
existe en Asia entre las abejas Apis cerana y Apis mellifera, propicié que el patdgeno
cambiara de huésped. Debido a su patogenicidad se considera una seria amenaza para la
apicultura mundial, sobre todo porque el microsporidio se ha implicado en algunos casos

del SCC en diversas regiones del mundo (Europa),t**9!31>1617

a diferencia de N. apis, la
cual no ha tenido una correlacion estadistica positiva ni significativa con la mortalidad de
las colonias en Canada.®

La nosemosis causada por N. apis fue reportada en México en el afio 1965 por Zozaya.***8
En la década de los 80"s su incidencia era del 9 %, teniendo reportes de su presencia en
distintas zonas del pais; de hecho en 1981 se encontraron positivas 40% de las colmenas

evaluadas por Guzmén-Novoa en la peninsula de Yucatan,“*?

mientras que Wilson y
Nunamaker la encontraron en 117 colonias distribuidas en todo el territorio nacional.’ En el
afio 1993 la prevalencia aumentd al 13% y en 2006 se incrementé hasta el 75%.* Martinez
y Medina encontraron en 2007 que la prevalencia era del 74.07% en colmenas tecnificadas
y del 53.06% en enjambres silvestres en el estado de Yucatéan, a pesar de que se considera
que el impacto de la enfermedad en climas tropicales no es de gran magnitud.'*>*°
Guzman-Novoa reportd que la subespecie N. ceranae afecta también a la abeja africanizada
(Apis mellifera scutellata,) y que existe en México en los estados de México, Morelos,

Hidalgo y Distrito Federal por lo menos desde 2004.%*3
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1.2.3 ETIOLOGIA

Nosema apis y Nosema ceranae son parasitos microscopicos intracelulares obligados,
pertenecientes al Reino Fungi (hongos) del Phylum de los microsporidios que son
microorganismos unicelulares. Su mecanismo de reproduccion e infeccion se caracteriza
por formar esporas como uno de sus estadios de resistencia, debido a que su material
vegetativo es incapaz de reproducirse fuera de la célula, que gracias a la formacién de la

espora permanece viable hasta por un periodo de un afio.*8910:12.13.16

Las esporas tienen una pared interna compuesta de alfa-quitina y proteinas, mientras que la
externa es una matriz densa proteica y granulofibrosa que carece de cilios;"® las esporas son
ovaladas y miden de cuatro a siete micrometros (um) de largo por dos a cuatro micras de
ancho, aunque las esporas de N. ceranae son ligeramente mas pequefias (de 3.3 a
5.5um).>®*1% En su interior se encuentra el esporoplasma que es la parte infecciosa, asf
como la forma vegetativa (merozoito) la cual tiene dos nucleos llamados “diporoclarion”.!
Ademas, la espora estd formada por tres estructuras especializadas de infeccion: un
filamento con luz llamado filamento polar, el poroplasto y la vacuola posterior. El
filamento polar mide 420 um (70 veces méas que la espora), estd enroscado y se encuentra
unido a un disco de anclaje; el filamento polar de N. ceranae es 20 0 30 um menor que el
de N. apis. El poroplasto es una extension de la membrana ubicada al interior de la espora
formado por el poroplasto laminar y el poroplasto vesicular.>® La espora presenta en uno de
sus polos un micropilo que permite la salida de la forma vegetativa a través del filamento
polar.'® Su reproduccién es sexual o asexual y carece de mitocondrias y de peroxisomas*
(Figuras 1 y 2).18101213 ) 3 viabilidad de la espora de N. ceranae como ya se ha
mencionado, se puede mantener por meses incluso hasta un afio, pero si se expone a
temperaturas mayores a los 37°C, menores a 0°C o a fumigantes como el acido acético, se

reduce considerablemente.™**°

* Peroxisomas. Organelo celular de las células eucari6ticas que contiene catalasas y peroxidasas, enzimas necesarias para
la detoxificacion celular
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Keeling PJ & Fast MN

Figura 1. Diagrama de una espora de microsporidio donde se muestra el disco de anclaje, polaroplasmo
laminal, exospora, endospora, polaroplasmo vesicular, nicleo, filamento polar y la vacuola posterior*

Figura 2. Célula epitelial del ventriculo de Apis ceranae infectada por N. ceranae. Nota: la célula infectada
estd aislada de los tejidos sanos circundantes (HT).

D= Merozoito; DM= Merozoitos divididos; HC= Membrana celular de la célula epitelial del ventriculo de la
abeja; HN= Ndcleo de la célula del ventriculo de la abeja; 1S= Espora inmadura; SB= esporoblasto con el

desarrollo del filamento polar. Barra= 5 um*®

1.2.4 EP1ZOOTIOLOGIA
Se cree que la nosemosis es la enfermedad de las abejas con mayor diseminacion en el
planeta y afecta las tres castas de abejas (reina, obreras y zanganos). Las esporas se
encuentran viables dentro de la colmena durante todo el afio, incrementando su presencia
después de temporadas climéticas criticas (inviernos, nevadas, vientos, lluvias) obligando a
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las abejas a permanecer en el interior; determindndose asi que cuando las abejas
permanecen en el interior por periodos largos de tiempo, los niveles de infeccion se
incrementan entre ellas considerablemente por transmision horizontal, debido al estrecho
contacto que existe entre las abejas."'** Las colmenas con mayores niveles de infeccion

son aquellas que se ubican en lugares himedos, frios y sombreados;”*

asimismo las abejas
se contagian por el pillaje, la deriva, contacto con reinas infectadas, panales y equipo de la
colmena contaminados con excretas.'® Se ha observado que las colonias infectadas pueden
transmitir la enfermedad a otras colonias sanas en un periodo de tres a cinco meses.* Higes*
demostr6 que el 50% de la poblacion infectada con N. ceranae de las colmenas afectadas
murié en el interior de las colmenas y encontré que esas abejas tenian una replicacion de
esporas entre 3.5% y diez millones de esporas en el invierno,* mientras que a principios del
verano los niveles de infeccion bajaron debido a que las abejas recién emergidas no se
encuentran infectadas.®* Fries descubri6 que el incremento de los niveles de infeccion de N.
ceranae en la primavera se debe a que las abejas jovenes consiguen la enfermedad al estar

limpiando las celdas contaminadas.”**?

Las abejas en condiciones normales defecan fuera de la colmena pero cuando las
condiciones climéticas son adversas o cuando estan enfermas lo hacen dentro de la misma,
contaminando los panales con esporas, por lo que las abejas al limpiarlos adquieren la
enfermedad y contaminan a sus compafieras a través de la trofolaxia,® la reina también se

contamina al ser alimentarla con jalea real contaminada.”*%

1.2.5 PATOGENIA

Nosema spp. tiene un ciclo de vida de siete dias, pero en un periodo de dos a cinco dias se

pueden desarrollar nuevas esporas las cuales marcan el inicio y fin del ciclo; las esporas son

el mecanismo de diseminacion de la enfermedad.™'%*°

S Trofolaxia. Mecanismos de comunicacién entre las abejas que sirve para transmitir feromonas y alimento de boca a
boca
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Una vez que las abejas han ingerido las esporas, éstas llegan al buche melario, al
proventriculo y el ventriculo™ donde tienen contacto con las secreciones géstricas.’*? Estas
secreciones aumentan la presion osmotica de las esporas y abren el micrépilo para que
salga el filamento polar que se adhiere a la pared de la célula epitelial e inyecta la forma
vegetativa o filamentosa del microsporidio al interior de la célula. Una vez dentro, se lleva
a cabo el estadio de “planonte” donde la espora se alimenta y se reproduce a costa de la
célula (Figura 3); una vez finalizado pasa al estadio de “meronte”, en el cual el nlcleo de la
célula de la forma vegetativa se divide en dos,? luego pasa a “esporoblasto” y finalmente
se transforma en “espora”.®!*?° Las esporas son liberadas a la luz del tracto intestinal
conforme van destruyendo la célula epitelial. Las esporas replicadas pueden infectar mas
células epiteliales adyacentes o acumularse en el recto para posteriormente ser eliminadas
en las heces, lo que ocasiona que las funciones digestivas de las abejas sean inhibidas dos o
tres semanas post-infeccién para finalmente debilitarse y morir.**° Cuando las infecciones
llegan a su méaximo nivel pueden replicarse de 30 a 50 millones de esporas en una sola
abeja, sin embargo, cuando ésta no defeca puede albergar hasta 250 millones de

esporas.>**°

[C) ¥ (D) Tetal avorsidn dal 1 [

filamanta palor

{8} Palareplasta y vaucla [E) El esporoplasma as |
posterier hinchadas, ruptura ded forzado a sali por el
diaca da anelaje y comicnzo da la filamanto polar
pearsidn del amanta palar

Keeling PJ & Fast MN

[F} El espocoplasma amaigs por al
{A) Espora inactiva mosirando ol fuba polar ermausilo pof 13 rueva
filamanic polar {negre), nodes mamirana
(g, pelaroplasio y vacuola

pasiariod

Figura 3. Patogenia de las esporas de Nosema spp*

** - 7 - - .. - .z
Ventriculo. Considerado el estémago verdadero de las abejas, en donde inicia el proceso de la digestion
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Una vez replicadas las esporas, pueden pasar del tracto digestivo a otros érganos alterando
sus funciones como es el caso de los tubulos de Malpighi, tejido adiposo, musculos
toracicos, glandulas hipofaringeas y ovarios, ocasionando que las abejas nodrizas
disminuyan la produccion de jalea real por la involucién de las glandulas hipofaringeas y
no alimenten adecuadamente a las reinas ni a las larvas; las reinas disminuyen la postura de
huevos y los que ponen son menos viables, los ovocitos se reabsorben y los ovarios
involucionan, finalmente las reinas se vuelven incapaces de repoblar la colonia.>? Todo
esto disminuye la poblacion de la colonia, su productividad, debilitando la colonia hasta

llevarla a la muerte.>*

1.2.6 CUADRO CLINICO

La enfermedad puede tener un curso crénico y no manifestarse, pero cuando genera algunos

signos significa que la infeccion es grave.>*°

La reina de una colonia afectada puede presentar retraso y su disfuncion se ve reflejada en
una mala postura de huevo y en la incapacidad que tiene para repoblar la colonia, la cual ha
tenido una gran pérdida de abejas obreras.? Las abejas infectadas disminuyen su longevidad
de un 10 a un 50%, donde las abejas jovenes infectadas comienzan a realizar sus funciones
por las de abejas viejas guardianas y pecoreadoras, las cuales al salir de la colmena no son
capaces de regresar y mueren fuera de ella.” La colmena se encuentra manchada con heces
color marron ya que las abejas al tener diarrea defecan al salir y al llegar a la colmena
(Figura 4).” El 15% de los huevos no llegan a larvas por falta de produccion de jalea real

para alimentarlas.***

Las abejas presentan disenteria por la acumulacién de agua y
esporas en el recto,” distensién en el abdomen, las alas parecen dislocadas y por ende tienen
dificultad para volar. A nivel histolégico el tracto intestinal se aprecia con una coloracion

blanca, consistencia suave, edematosa y friable con aspecto distendido.?’
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Figura 4. Colmena con heces color marrén en la camara de cria

A pesar de que existe similitud entre ambas subespecies de nosema, N. ceranae no presenta
algunos de los signos de N. apis, tales como abejas arrastrandose en la piquera. En la
infecciébn con ambas especies de nosema, hay presencia de heces color marrdn en la
colmena, lo que sugiere que cuando las abejas fueron infectadas con 21 millones de esporas
y salieron de la colmena, no fueron capaces de regresar muriendo fuera de ésta.?*
Asimismo, ambas especies al dafiar las células epiteliales de las abejas, generan que las

abejas pierdan resistencia y queden inmunolégicamente susceptibles a otros patégenos.**2

1.2.7 DIAGNOSTICO

Los signos clinicos nos orientan hacia el diagnostico, sin embargo las pruebas de
laboratorio son las que determinan la presencia del hongo y la severidad de la infeccion con
base en la metodologia propuesta por Shimanuki y Knox en el 2000.>?! La severidad de la
infeccidn esta intimamente relacionada con la cantidad de esporas existentes y con el estado
de salud de la colmena; asimismo, el nivel de infeccion determina el momento Gptimo para

la aplicacion de tratamiento.®

Para realizar el diagndstico se debe de tomar una muestra de 25 abejas adultas provenientes
de la piquera® en un frasco con alcohol al 70%.%"*° Posteriormente, se usa la técnica de
Cantwell la cual consiste en desprender el abdomen de las 25 abejas, colocarlos en un
mortero, adicionarles un mililitro de agua destilada por cada abdomen, macerarlos con un
pistilo y separar el exoesqueleto del macerado por medio de una coladera. Se toma una gota
del sobrenadante y se monta en una laminilla, para buscar en el microscopio compuesto con

el objetivo de 40X las esporas del hongo Nosema spp (Figura 5). Si la muestra fuese
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positiva, se toma otro mililitro del macerado y se coloca en la cdmara de Newbauer o
hematocitometro para determinar el nivel de infestacion procediendo de la siguiente

manera.

Se enfoca en el objetivo de 100X hasta localizar una cuadricula de 25 cuadros de 0.2 x 0.2
mm cada uno (Figura 6), de éstos se seleccionan 5 cuadros (los 4 de las esquinas y el
central). Cada uno de estos cuadros estan subdividido en 16 cuadros mas pequefios de 0.05
x 0.05 mm cada uno. Se procede a contar el nimero de esporas presentes en su interior con

el objetivo de 400X tomando en cuenta las espora que tengan contacto con el borde

izquierdo y superior, pero descartando las que tengan contacto con el borde derecho e
1,7,10,12,22

inferior (Figura 7).

De la Mora-Pefia A

Figura 5. Macerado de abdémenes de abejas y observacién de esporas en el microscopio compuesto con el
objetivo de 40X para diagnostico de la enfermedad

Figura 6. Hematocitometro visto con el objetivo de 40X del microscopio compuesto
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Figura 7. Esporas de Nosema ceranae en uno de los cuadrantes de la cAmara de Newbauer con el objetivo de
100X del microscopio compuesto

La severidad de la infeccion se determina con el cuadro propuesto por Jaycox (Cuadro 1)

aplicando la formula correspondiente para conocer el nimero promedio de esporas en una

muestra.l,10,15,21,23

Cuadro 1. Determinacion del grado de infeccion de colmenas segun la cantidad de esporas analizadas"*%

Intensidad de la Millones de esporas por abeja
infestacion
Nula <de0.01

Muy ligera 0.01-1.00

Ligera 1.00 - 5.00

Regular 5.00 -10.00
Semisevera 10.00 - 20.00

Severa > de 20.00

Para complementar el diagnéstico, es fundamental realizar técnicas moleculares como PCR

para determinar que el agente etiologico en cuestion es el microsporidio N. apis o N.

ceranae.>
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1.2.8 TRATAMIENTO

Se recomienda iniciar el tratamiento contra los dos tipos de nosema, cuando las colmenas
presentan una infestacion “regular” con una infestacibn mayor de cinco millones de
esporas;™ sin embargo, Guzman-Novoa y Prieto-Merlos sugieren iniciarlo a partir de una
infestacion “ligera” de un millon de esporas, aunque este pardmetro no esta propiamente
estudiado.® Para el tratamiento se ha probado que la fumagilina ha evitado desaparicién de
colonias afectadas con N. ceranae, y que fueron susceptibles al SCC.%>*"® Se recomienda
administrar fumagilina a una dosis de 25 mg por litro en jarabe de azlcar 1:1 suministrando
como méaximo cuatro litros de jarabe (100 mg de fumagilina) por colmena,’® debido a que
este medicamento es la mejor opcidn para tratar a los microsporidios; también se pueden
aplicar 120 mg por colmena como preventivo.* Este producto es obtenido a partir del hongo
Aspergillus fumigatus y ataca la forma vegetativa de la Nosema spp alterando su ADN y
ARN, sin embargo, no tiene la capacidad de eliminar la enfermedad ya que no destruye las
esporas. También se ha tratado la nosemosis con sulfas (trisulfas) a una dosis de siete
miligramos por litro de jarabe de azucar 1:1, sin embargo su efectividad es menor. Es
importante considerar que tanto la fumagilina como las sulfas generan residuos en la miel,
por lo que ambas sustancias son prohibidas. Otra medida de control en combinacion con la
fumagilina para destruir a las esporas, es la fumigacion del equipo con una dilucién con
4cido acético con agua al 80% y 20%,”'® durante una semana a una dosis de 150 ml de
producto por colmena, este se debe aplicar en las colmenas apiladas, vacias y selladas para
evitar que haya fuga de los gases del &cido. También se recomienda exponer las esporas a

temperaturas superiores a los 60 °C por quince minutos.”*

Ademas, es de suma importancia aplicar el manejo adecuado para controlar y evitar la
diseminacion de la enfermedad. Dentro de las medidas recomendadas estd el cambio de
reina anualmente, renovar el 20% de los panales viejos, alimentar con jarabe de azlcar a las
colonias en épocas de escasez, colocar a las colmenas en sitios soleados, unir colonias
débiles, llevar a cabo un muestreo anual del 20 % de las colonias del apiario y flamear la

cufia entre colmena y colmena.®*°
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2 JUSTIFICACION

Nosema ceranae es un microorganismo que afecta a las abejas meliferas (Apis mellifera
L.) generdndoles problemas sanitarios, asi como pérdidas productivas y econdmicas al
sector apicola cuya magnitud se desconoce. También se desconoce la dosis minima
infectiva, patogenicidad,”™  virulencia," e inefectividad de esporas de N. ceranae.
Asimismo se desconoce que tanto N. ceranae afecta el tiempo promedio de vida de abejas
infectadas con el parasito. Estas interrogantes deben ser resueltas para sentar bases que
permitan estudiar el efecto que N. ceranae tiene sobre la salud de las abejas meliferas.

3 OBJETIVO GENERAL

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la patogenicidad y virulencia de
esporas (frescas y almacenadas) del hongo Nosema ceranae, asi como su efecto en el
tiempo de vida en abejas meliferas (Apis mellifera L.).

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar si el hongo Nosema ceranae es patdgeno a las abejas meliferas
analizando si la dosis minima de infectividad es capaz de provocar la
enfermedad.

2. Determinar la virulencia y establecer si existe relacién entre los niveles de
indculo inicial (dosis inicial) y el nivel de infeccion generado.

3. Determinar la dosis que genera mayor mortalidad y conocer por cuanto tiempo
las abejas infectadas con esporas pueden sobrevivir.

ff Patogenicidad. Capacidad de un organismo para generar una enfermedad, la cual estd relacionada con la

susceptibilidad inherente del huésped®*
irulencia. Es la magnitud o severidad con la que un agente causa una enfermedad en términos de frecuencia y

gravedad®*?
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4. Determinar por cuanto tiempo las esporas almacenadas por refrigeracion y
congelacién son viables y potencialmente patégenas para causar una infeccion a

las abejas meliferas.

5 HIPOTESIS

El hongo Nosema ceranae es patdgeno a las abejas meliferas y su grado de virulencia
depende del nivel de infeccidn inicial.

6 MATERIAL Y METODOS

6.1LUGAR DE TRABAJO
La presente investigacion fue realizada en instalaciones de la Universidad de Guelph (UoG)
Guelph, Ontario, Canadd, especificamente en:
e Centro de Investigaciébn Apicola (Bee Lab) Townsend House, Honey Bee
Research Centre, 308 Stone Rd east, Guelph, Ontario, Canada.
e Laboratory 3244, 3" floor, Bovey Building, Dept. of Environmental Biology.
University of Guelph, Ontario, N1G 2W1.

6.2DESCRIPCION

Para cumplir con cada uno de los objetivos se colectaron abejas pecoreadoras de la piquera
de cinco colonias (identificadas con los numeros 10, 37, 98, 118 y 287) del apiario Bee
Lab Back (BLB) del Centro de Investigacion Apicola, esas colonias fueron previamente
diagnosticadas mediante PCR como positivas para el hongo Nosema ceranae.
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Se realizaron distintas diluciones con esporas del hongo N. ceranae en jarabe de azlcar al
50%,*® las cuales fueron inoculadas por alimentacion forzada a abejas recién emergidas de
menos de 24 horas de edad agrupadas por lotes. Los lotes de abejas infectadas se
mantuvieron en jaulas de madera a una temperatura entre 32 — 35 °C y una humedad
relativa de 50 — 60 % con la finalidad de que la enfermedad fuera incubada por un periodo
de 18 dias 0 méas (Figura 8).

De la Mora-Pefia A

Figura 8. Lotes de abejas inoculadas mantenidas en jaulas de madera a una temperatura de 34.6°C y una

humedad relativa del 58%

6.3GRADO DE INFECCION DE LAS COLONIAS
SELECCIONADAS

El grado de infeccidén de las colonias seleccionadas fue asignado conforme al cuadro de
Jaycox,® teniendo una intensidad de ligera a severa particularmente considerando los

valores que van desde los 1.9 millones hasta 140 millones de esporas por abeja.!*%*>2%3

% Jarabe de aztcar al 50%. Usado para elaborar las diluciones de los tratamientos a inocular, estimulando el consumo de los mismos.
Empleado también para alimentar a las abejas durante el tiempo de incubacién
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6.4METODOLOGIA PARTICULAR PARA CADA OBJETIVO

6.4.1 CRECIMIENTO Y REPLICACION DE ESPORAS
RELACIONADOS CON LA DOSIS INICIAL APLICADA

Para poder determinar si Nosema ceranae es patdgena a las abejas meliferas, si existe
correlacion entre los niveles de indculo inicial (dosis inicial) y el desarrollo de la infeccidn,
0 bien, si la dosis minima de infectividad es capaz de provocar la enfermedad y causar altos
niveles de infeccidn, se inocularon 900 abejas divididas en seis lotes de 50 abejas cada uno,
con tres repeticiones. A las abejas les inoculd por via oral diferentes diluciones de esporas
(Cuadro 2), dejando incubar la enfermedad por 18 dias para que posteriormente se pudiera

determinar si hubo replicacién de esporas.?

Tal como se menciond arriba, para cada dilucidn establecida como tratamiento se realizaron
tres repeticiones y durante esos 18 dias se les ofrecid a las abejas jarabe de azUcar fresco al
50% y agua destilada estéril (sdH,O) a libre acceso (ad-libitum). Las abejas muertas
durante este periodo se recolectaron diariamente en bolsas individuales identificadas por

lote y se almacenaron en congelacion.

Una vez pasados los 18 dias, las abejas se sacrificaron por congelacion y se maceraron

individualmente con el fin de conocer si hubo replicacion y desarrollo de la enfermedad.

Cuadro 2. Seis diluciones con distintas concentraciones de esporas

Dilucion Concentracion en esporas/abeja

(esporas/microlitro)

A 20,000 (2,000)
B 4,000 (400)
C 800 (80)

D 160 (16)

E 32 (3.2)

Testigo 0 (0)
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6.4.2 LETALIDAD Y LONGEVIDAD PROMEDIO DE LAS
ABEJAS INFECTADAS

Con el objetivo de determinar la dosis que genera mayor mortalidad y conocer el tiempo de

vida promedio que permanecen las abejas con la enfermedad, se inocularon 240 abejas

divididas en cuatro lotes, tres de ellos con una concentracion diferente de esporas y el

cuarto se consideré como testigo sin la inoculacién de esporas (Cuadro 3).%

Cuadro 3. Diluciones de cuatro diferentes concentraciones de esporas en distintas concentraciones, donde la
denominacién “h” se refiere a altas concentraciones en idioma inglés “high”

Dilucion Concentracion en esporas/abeja

(esporas/microlitro)

A-h 100,000 (10,000)

B-h 500,000 (50,000)

C-h 1°000,000 (100,000)
Testigo — h 0 (0)

Se realizaron dos repeticiones por dilucion inoculando 30 abejas para cada una. El periodo
de observacion estimado fue de cinco semanas (35 dias); sin embargo la observacion dur6
por el tiempo méximo que las abejas lograron sobrevivir. Las abejas muertas se
recolectaron diariamente en bolsas de plastico individuales identificAndolas por
concentracion por dia. A partir del dia quince los cadaveres fueron recolectados por lote en

la misma bolsa. Las abejas muertas se mantuvieron en congelacion.

Una vez que murieron todas las abejas, se disecaron y se maceraron los abdémenes por
grupo a partir del dia 15 de observacion, para poder determinar si hubo replicacion y

crecimiento de esporas.
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6.4.3 VIABILIDAD Y POTENCIAL DE PATOGENICIDAD DE
ESPORAS ALMACENADAS

Con el fin de determinar el tiempo en que las esporas de N. ceranae permanecen viables y

son potencialmente patdgenas para generar la enfermedad, las esporas se almacenaron

previamente en refrigeracion y congelacion por distintos periodos de tiempo. Una vez

obtenidas estas esporas, se inocularon 420 abejas divididas en siete lotes, cada uno con una

dilucién de 200,000 esporas por abeja (20,000 esporas/uL) pero variando entre si por el

tiempo de almacenaje de las esporas (Cuadro 4).%

Cuadro 4. Tratamientos con 20,000 esporas/uL almacenados por diversos periodos de tiempo, donde la

denominacién “0” se refiere a esporas viejas en idioma inglés “old”

Tratamiento Tiempo de Temperatura de
almacenaje almacenaje
A-o0 1 semana 4°C
B-o 1 semana -20°C
C-o 1.5 meses -20°C
D-o 2 meses -20°C
E-o 1 afio -20°C
F-o 2 afos -20°C
Testigo — 0 Jarabe de azucar al  Recién elaborado

50% fresco

Se inocularon 30 abejas para cada dilucidn y se realizaron dos repeticiones por cada una, la
enfermedad se incub6 por 18 dias, las abejas muertas se colectaron diariamente en bolsas

individuales identificadas por dilucién y se mantuvieron en congelacion.

Posterior a este periodo, las abejas sobrevivientes se sacrificaron por congelacion y se
maceraron para determinar el tiempo en que las esporas almacenadas pueden permanecer

viables y capaces de replicarse, produciendo la enfermedad.
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6.5METODOLOGIA EN COMUN PARA CADA OBJETIVO

6.5.1 TECNICA DE INOCULACION POR ALIMENTACION
FORZADA

Esta técnica permiti6 asegurar que el inéculo™ de diez microlitros de tratamiento
administrado por via oral fuera exitoso. La técnica consistié en tomar a las abejas por las
alas, con ayuda de una pipeta micrométrica, se tomaron diez microlitros de cada dilucién a
inocular, suministrando lentamente y colocando pequefias cantidades del inoculo en la
proboscide de la abeja. Para facilitar la ingestion, se frotaron ligeramente las antenas para
que la abeja olfatee y deguste el tratamiento, y asi extienda la probdscide (Figura 9). En
caso de que no extendiera la proboscide, se estimuld frotandola suavemente o se esperd a

que la abeja consumiera el alimento sin la extension de la misma.?®

De la Mora-Peiia A

Figura 9. Técnica de alimentacion forzada

In6culo. Cantidad de tratamiento a administrar a las abejas por via oral
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6.5.2 TECNICA DE LABORATORIO PARA LA EXTRACCION
DE ESPORAS

Con ayuda de dos pinzas de diseccion se desprendio el abdomen de cada abeja, lo mas
cercano al propodeo’" evitando que el buche melario se desprendiera del abdomen. Los
abdomenes diseccionados se maceraron en un mortero hasta obtener una pasta con
fragmentos pequefios de tejidos, se agregé sdH,O en diversas cantidades con el fin de
obtener la concentracion y/o el volumen de macerado deseado (un mililitro por abdomen +
0.725ml). 17102226

Con la finalidad de obtener esporas viables, el macerado de los abdémenes de las abejas se
filtr6 en dos ocasiones, en la primera el macerado pasé a través de un filtro de tela de trama
cerrada (77 perforaciones por cm?);** en el segundo filtrado se pasé el primer filtrado por

otro filtro de trama mas cerrada (1000 perforaciones por cm?).**#

Este ultimo filtrado se transfirié a tubos de Eppendorf, los cuales fueron centrifugados a
una velocidad de 4,000 rpm por 8 minutos (en este proceso se obtuvieron todas las esporas
en un concentrado llamado “Pellet” (Figura 10)). Una vez centrifugado, se elimind el

sobrenadante dejando una pequefia cantidad util para diluir el pellet formado, con un

agitador mecanico (Vortex®).%®

Figura 10. Macerado, filtrado y centrifugado de los abdémenes de abejas infectadas con esporas del hongo N.

ceranae para obtener las esporas concentradas en un “pellet”

it Propodeo. Ultima porcidn del térax y primera del abdomen de las abejas meliferas
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Los pellets diluidos se juntaron para homogenizar la concentracién de esporas,
posteriormente se tomd una pequefia cantidad de ese centrifugado y se realizaron dos
diluciones (10X** y 100X%%®) para facilitar el conteo de esporas obtenidas, ya que hasta

este punto hay una concentracion alta de esporas.

Para la dilucion 10X se tomaron 90 ul de sdH,O y 10 ul del centrifugado homogenizado de
esporas con una pipeta micrométrica, esta solucion se agitd nuevamente para diluirla

perfectamente.

Para la elaboracion de la dilucion 100X se tomaron nuevamente 90 ul de sdH,O vy se le
agregaron 10 ul del contenido de la dilucién 10X, esta nueva solucion se agit6 para diluir

las esporas perfectamente.

6.5.3 CONTEO DE ESPORAS
El conteo de esporas se realizo usando un hematocitémetro”™ o cdmara de Newbauer y un
microscopio compuesto con el objetivo de 40X. Con ayuda de una pipeta micrométrica se
depositaron 10 pl de la dilucion 100X en cada lado del hematocitometro. Las esporas
contadas dentro de los 5 cuadrantes (el inferior izquierdo, inferior derecho, superior
derecho, superior izquierdo y central) a ambos lados de la cAmara de Newbauer (Figura 11)
se sumaron y dividieron entre dos, para obtener un promedio de las esporas encontradas:

((No. de esporas contadas del lado 1 + No. de esporas contadas del lado 2) / 2)

Debido a que se contaron las esporas de la dilucion 100X, se multiplicé el namero de
esporas encontradas por 100 (No. de esporas X 100), ya que por cada espora encontrada en
realidad hay 100 en esa dilucion.”®

Ea s
888

Fkk

Dilucion 10x. Dilucidn elaborada con 90% de sdH,0 y 10% del extractado final de esporas.
Dilucion 100x. Dilucién elaborada con 90% de sdH,O y 10% de la dilucién 10x.

=3
Hematocitometro o camara de Newbauer. Laminilla de vidrio laboratorio, empleado para realizar conteo de células
con el microscopio compuesto
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Figura 11. Esporas observadas en el hematocitometro con ayuda del microscopio compuesto con el objetivo
de 100X

6.5.4 TECNICA DE CANTWELL

La técnica de Cantwell es un método de diagndstico cuantitativo para Nosema spp. que
permite conocer la cantidad de esporas y la severidad de infeccion que hay en una colmena,
y en este caso conocer la cantidad de esporas presentes en las abejas inoculadas.™**** El

namero de esporas real se determina con la siguiente formula:

No. promedio de esporas por abeja en una muestra = ((No. de esporas contadas
/ 80) X 4°000,000)

Con fines précticos se sintetizd esta formula sustituyendo el nimero de esporas contadas
por el valor de uno,” por el caso de llegarse a encontrar solamente una espora total en la
muestra, quedando entonces la férmula expresada de la siguiente manera:

> (( 1 /80) X 4°000,000)

- (0.0125 X 4°000,000)
-> 50,000 esporas/mL o esporas/abeja
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Esta sustitucion sefiala que al encontrar cualquier cantidad de esporas en la camara de
Newbauer, se multiplica por 50,000 y se obtiene el mismo resultado que se obtendria si se

aplicara la formula completa.

6.6ANALISIS DE DATOS
Se realizaron pruebas de normalidad, transformacion de datos para ajustarlos a la
normalidad, analisis de estadistica descriptiva, de correlacion lineal simple asi como
andlisis de varianza. Asimismo, se realizaron las pruebas de comparacién de medidas de

Tukey.
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7 RESULTADOS

T entre los

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la correlacion
niveles de indculo inicial y el nivel de infeccion de nosemosis a los 18 dias fue altamente
significativa (r = 0.66; P < 0.0001; n=324); asimismo en el Cuadro 5 se sefiala que:
0 La dosis minima de infectividad de las esporas del hongo Nosema ceranae se
encuentra en un rango mayor a 0 esporas/abeja y menor a 32 esporas/abeja
o0 El porcentaje de patogenicidad de las esporas del hongo Nosema ceranae en una
dosis de 32 esporas/abeja es capaz de infectar al 33.9% de la poblacién de
abejas inoculadas artificialmente; a partir de una dosis de 4,000 esporas/abeja se
consigue infectar al 93.1% de la poblacién, mientras que a una dosis de 20,000
esporas/abeja se logra infectar al 98.1% de la poblacion
0 La virulencia de las esporas del hongo de Nosema ceranae es capaz de replicar
una cantidad maxima de esporas de 14.9 + 1.4 millones de esporas a partir de
una dosis inicial de 4,000 esporas/abeja, observando que a pesar de que la dosis
inicial sea mayor, la esporas replicadas no son superiores a 14.9 + 1.4 millones

de esporas.

" Correlacion. Parametro estadistico que determina la relacion o dependencia entre dos variables
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Cuadro 5. Porcentaje de abejas que resultaron infectadas y nimero de esporas promedio por individuo (+ EE)
de grupos de abejas, a los 18 dias de haber sido inoculadas con seis diluciones conteniendo cantidades

variables de esporas

Dilucion No. esporas  No. abejas Abejas No. esporas Literales
por dilucién  infectadas infectadas (millones)

en todas las % + Error
repeticiones estandar
A 20,000 104 98.1 149+14 a
B 4,000 81 93.1 148+1.4 a
C 800 74 67.9 10.2+1.3 b
D 160 59 49.2 6.2+1.0 c
E 32 37 33.9 1.0+04 d
Testigo 0 0 0 0

Literales diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05) basadas en andlisis de

varianza con datos transformados a el arcoseno de la raiz cuadrada

La mortalidad de las abejas infectadas con una concentracion de esporas mayor a 100 mil
esporas por abeja se incrementd en un 14% en relacion a las abejas testigo, donde el tiempo
de vida promedio de las abejas infectadas con 100 mil, 500 mil y 1 millén de esporas por
abeja fue de 16.4, 16.9 y 17 £ 0.6 dias respectivamente comparado con el testigo que fue de
19.6 £ 0.6 dias (Figura 12).

Para determinar la viabilidad y virulencia de esporas de N. ceranae refrigeradas y
congeladas, en la Figura 13 se representa que las esporas sometidas a los procesos de
refrigeracion (4°C) y congelacion (-20°C) en distintos periodos de tiempo permanecen
viables y potencialmente patdgenas para producir la enfermedad infectando a las abejas
meliferas. Las esporas que presentaron mayor viabilidad y virulencia fueron las
almacenadas por una semana en congelacion, seguidas de las que se almacenaron una
semana en refrigeracion, posteriormente las de dos meses en congelacién, en tercer lugar se

replicaron las de dos afios en congelacion, mientras que las esporas que presentaron menor
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viabilidad y virulencia fueron las almacenadas 1.5 meses en congelacion y finalmente las

esporas menos Vviables fueron las de un afio en congelacion.

25
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Figura 12. Tiempo promedio de vida en dias (+ EE) de abejas individualmente inoculadas con mas de
100,000 esporas de Nosema ceranae y de abejas testigo no infectadas. Literales diferentes indican diferencias
significativas (P < 0.05) basadas en anélisis de varianza y en pruebas de Tukey con datos transformados a el

arcoseno de la raiz cuadrada
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Figura 13. Viabilidad y virulencia de esporas almacenadas en distintos periodos de tiempo
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8 DISCUSION

La informacion obtenida en este trabajo abre las puertas para conocer mas acerca de la
fisiopatologia de Nosema ceranae, debido a que la informacidn existente en el mundo sobre
nosemosis corresponde a N. apis. Gracias a los resultados obtenidos y respondiendo a la
principal interrogante de este trabajo, si las esporas del microsporidio Nosema ceranae son
patdgenas a las abejas meliferas (Apis melifera L.), se puede decir que las esporas del
hongo Nosema ceranae son patdgenas a Apis mellifera L. y capaces de desarrollar la
enfermedad. Sin embargo, los resultados obtenidos pueden tener variacion en otras regiones

del mundo.

Como se ha mencionado, la nosemosis es una enfermedad de curso crénico en la cual las

116 asta

abejas desarrollan signologia cuando la infeccién generada por N. ceranae es grave,
informacidn se aprueba al determinar que la virulencia generada en la enfermedad tiene una
intima relacion con la dosis inicial de esporas a la que las abejas son sometidas; el estudio
realizado también apoya lo propuesto por Meana en 2010, donde se sefiala que la severidad
de la enfermedad se encuentra intimamente relacionada con la cantidad de esporas
encontradas en las abejas;® siempre y cuando, la dosis inicial de esporas se encuentre entre
las cero y las 35 esporas por abeja. A pesar de comprobar que la relacion es positiva entre
la dosis inicial, la cantidad de esporas replicadas y la severidad de la enfermedad,® se puede
agregar que la replicacion de esporas llega a un punto maximo de 14.9 + 1.4 millones de

esporas replicadas al aplicar una dosis igual o mayor a 4,000 esporas por abeja.

A pesar de existir similitudes entre ambas especies de Nosema, las esporas de Nosema apis
no se asocian al SCC, teniendo cierta influencia cuando acttan en combinacién con otros
agentes como Varroa destructor.® En el caso de N. ceranae, se ha relacionado esta
subespecie como responsable del sindrome.* Asimismo, Higes reportd que las abejas
pueden albergar de 40 a 50 millones de esporas,’ mientras que en 2010 Meana encontré que
la mayor cantidad de esporas generadas en las abejas estudiadas fue de 10.2 millones de

esporas en la segunda semana post-infeccién en Espafia;® sin embargo, como ya se ha
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mencionado en el presente trabajo, la maxima cantidad de esporas replicadas fue de 14.9 +
1.4 (16.3) millones de esporas a partir de una dosis inicial de 4,000 esporas por abeja,
obtenidas a las 2.6 semanas (18 dias) post-infeccion en Canada.

Nosema spp. tiene una letalidad capaz de matar del 10 al 15% de la su poblacién de abejas
infectadas.' Higes reporté que la mortalidad generada en las colonias infectadas con N.
ceranae es del 48 al 80 % de la poblacién,* también reporté que las abejas afectadas con
esporas de N. ceranae reducen su longevidad entre un 10 y 50% del tiempo.? Lo que se
puede contribuir con este trabajo, es que las abejas infectadas con esporas de N. ceranae a
una dosis de 100.000 esporas por abeja, reducen la vida de las abejas infectadas en un 14%
después de dos a tres semanas de infectarse; observando también que aunque se inoculen
dosis mayores (500,000 y 1,000,000 esporas por abeja), no generara una disminucién de la
longevidad de las abejas. Con los datos antes mencionados, Higes* sefiala que la edad a la
que las abejas comienzan a desempefiar funciones como pecoreadoras varia, sin embargo
puede disminuir cuando no existen pecoreadoras de mayor edad en la colmena; lo que se
complementa con el presente estudio, que al disminuir la longevidad de las abejas
infectadas en un 14% con el microorganismo N. ceranae, obliga a las abejas jovenes a
iniciar actividades de pecoreadoras, las cuales adquieren la enfermedad, se debilitan y
mueren fuera de la colmena, volviéndose asi un circulo vicioso; que aunado a los demas
problemas que genera esta enfermedad en la reina, orillan a la colonia a no poder

repoblarse, debilitarse, morir y posiblemente desaparecer.

También se puede sefialar que la viabilidad de las esporas de N. Apis y N. ceranae
reportada en 2008 en el OIE Terrestrial Manual es de hasta un afio;’ determinando en el
presente estudio que las esporas de N. ceranae permanecen viables durante este periodo de
un afo, generando una replicacion de 1.22 millones de esporas a una temperatura de
congelacion de -20°C; sin embargo se determiné también que las esporas mantenidas
congeladas a la misma temperatura por un periodo de dos afios, permanecen viables y
generan una replicacion de 5.3 millones de esporas en promedio por abeja. La informacion
presente en el libro de patologia apicola publicado por OIRSA en 2012,° sefiala que las

esporas de Nosema no pueden resistir temperaturas inferiores a los 0°C, sin embargo, como
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ya se menciond en el presente trabajo que las esporas de N. ceranae pueden permanecer
viables y capaces de generar la enfermedad al resistir temperaturas inferiores a -20°C por
un periodo de 2 afios. En paises como Canada donde los inviernos son muy crudos, los
niveles de infeccion aumentan en la temporada de primavera y disminuyen a finales de
otofio e inicios de invierno; es importante recalcar que en esta Ultima temporada, los niveles

de infeccion de las abejas disminuyen pero a pesar de ello, las esporas permanecen viables.

El tratamiento sugerido para las infecciones de Nosema spp. se recomienda comenzarlo
cuando el grado de infeccion es de ligero o regular (1 o 5 millones de esporas por abeja
respectivamente), sin embargo, es necesario conocer cual es el grado de infeccion de N.
ceranae recomendado para iniciar el tratamiento. Asimismo se necesita generar otro tipo de
tratamientos, debido a que la fumagilina y las sulfas se encuentran prohibidas en México

por los residuos que generan en miel.
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9 CONCLUSIONES

Producto de esta investigacion se verifico que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

El nivel de infeccidn con esporas de nosema depende de la cantidad de esporas
que ingieren las abejas ya que se encontré una correlacion positiva y
significativa entre el inoculo inicial y el nivel de nosemosis a los 18 dias de
incubacion, observando que la maxima cantidad de esporas replicadas es de 14.9
+ 1.4 millones de esporas por abeja

Las dosis infectiva de esporas capaz de desarrollar la enfermedad, puede estar
en una dosis de entre una y 32 esporas/abeja

En cuanto a la patogenicidad del microorganismo se encontrd que el 98% de la
poblacion de abejas de una colonia puede infectarse con tan solo ingerir una
dosis de 20,000 esporas por abeja

La virulencia de N. ceranae, medida en funcién de la replicacion de esporas,
revel6 que la replicacion maxima de esporas por abeja fue de 14.9 millones de
esporas a partir de 4,000 esporas inoculadas

Las abejas inoculadas con 100 mil, 500 mil y 1 millébn de esporas vivieron
alrededor de tres dias menos que las testigos, lo que equivale a una disminucion
del 14% del tiempo de vida de las abejas inoculadas

La menor viabilidad y virulencia de esporas se registro6 en aquellas que se
mantuvieron un afio en congelacion, sin embargo, las esporas que se congelaron
por dos afios tuvieron mayor replicacion que las que estuvieron un afio en
congelacion, a pesar de que su viabilidad disminuye, un porcentaje alto se

mantienen infectivas

El presente estudio aporta informacién atil para el conocimiento de la nosemosis de las

abejas meliferas causado por N. ceranae; esta informacion pudiera aplicarse en cualquier

parte del mundo y a la vez, pudiera complementar otros estudios realizados. No obstante,

con el fin de determinar algunos otros dafios asi como el impacto econdémico de N. ceranae
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sobre las colonias en produccion, se recomienda realizar estudios parecidos al de este

trabajo en condiciones de campo Y en diferentes épocas del afio.

Como ya se ha mencionado, los resultados obtenidos de este trabajo dan la pauta para
seguir generando informacidn sobre la enfermedad, sobre todo poder conocer la situacion
sanitaria real de la nosemosis en México, de tal forma que la investigacion generada

contribuya a mejorar la apicultura nacional
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