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1 RESUMEN

GUERRERO NERI ERIKA ARGELIA. “Prevalencia de Nosema spp. en el abejorro
nativo Bombus ephippiatus (Hymenoptera: Apidae) criado en cautiverio y en poblaciones
silvestres de San Cristobal de Las Casas, Chiapas”, bajo la direccion de: MVZ. Adriana

Correa Benitez y DR. Rémy Vandame.

El presente trabajo se centr6 en el diagnostico mediante microscopia del parasito Nosema
spp. en colonias manejadas del abejorro Bombus ephippiatus criados en EIl Colegio de la
Frontera Sur y de abejorros silvestres de dos sitios del municipio de San Cristobal de Las
Casas, Chiapas, utilizando la metodologia de Cantwell y la técnica de tincion tricrémica de
Gomori. Se analizaron 22 colonias del laboratorio de ECOSUR durante los meses de febrero,
julio y agosto del afio 2020, y 42 abejorros silvestres colectados en campo, para poder
documentar la prevalencia del microsporidio en dichos individuos, documentar la eficacia de
las dos técnicas de diagndstico y, ademas, determinar si un tamafio de muestra de 3 individuos
es adecuado para diagnosticar la enfermedad en estos abejorros. Las colonias de ECOSUR
que fueron analizadas mediante la tecnica de Cantwell presentaron una prevalencia de por lo
menos el 68%; mientras que aquellas analizadas mediante tincion tricromica de Gomori,
presentaron una prevalencia de al menos el 91%. Por otro lado, los abejorros silvestres que
fueron analizados mediante la técnica de Cantwell presentaron una prevalencia del 29% (sitio
Ay B) y aquellos analizados mediante tincion tricromica de Gomori presentaron una
prevalencia del 43% (sitio A) y del 100% (sitio B). Los resultados obtenidos en abejorros
silvestres resultaron ser contrastantes con respecto a aquellos obtenidos por Gallot-Lavallée
(2016), de igual forma con estos resultados se obtuvo una diferencia entre ambas técnicas,
encontrando que la tincion tricromica de Gomori es mas eficaz para el diagnostico del
microsporidio; y también se pudo documentar que si bien, una muestra de 3 individuos
permite diagnosticar la enfermedad; el porcentaje de deteccidn es mayor cuando se realizé el
analisis con 9 individuos, sin embargo, la realizacion de estudios que permitan estandarizar

el tamafio de la muestra en abejorros para la deteccién de Nosema spp. son requeridos.

Palabras clave: Bombus ephippiatus, microsporidios, prevalencia, microscopia diagnostica.



2 INTRODUCCION

2.1. Polinizacion como servicio ambiental

La naturaleza provee de una gran variedad de beneficios que son esenciales para la existencia
y el bienestar humano; estos beneficios mejor conocidos como servicios ecosistémicos, se
concretan en servicios reales o funcionales una vez que la sociedad les asigna valores,
permitiendo al ser humano reconocerlos, aprovecharlos o disfrutarlos y evaluar los beneficios
que se obtienen (1), ya que de su evaluacion y valoracién se podran implementar medidas
que garanticen el buen aprovechamiento de los servicios, mismos que se han considerado
estar en riesgo (2,3). Dichos servicios se han clasificado en 4 lineas funcionales, permitiendo
determinar los recursos y sus cambios, asi como su incidencia en el bienestar humano, los
cuales se clasifican (dependiendo de su funcidn) en: servicios de aprovisionamiento (ej.
provision de agua dulce, recursos maderables, alimentos, fibras y medicamentos), de soporte
(reciclaje de nutrientes, formacion de suelos), culturales (ej. recreacion, inspiracion
espiritual, herencia cultural) y de regulacion (ej. depuracion del agua, regulacion del clima,
polinizacion) (1,3-5). Estos servicios ademas de proveer de recursos esenciales para la
calidad de vida del ser humano constituyen entradas de gran valor para la economia local y
global (5).

Dentro de los servicios ecosistémicos de regulacion, que son aquellos beneficios obtenidos
de la regulacion de los procesos de los ecosistemas, sin pasar por procesos de transformacion
se encuentra la polinizacion, proceso fundamental que ocurre en plantas con flores
(angiospermas), cuando se transfiere el polen de las flores presente en las anteras (parte
masculina de la flor) hasta el estigma (parte femenina de la flor), ocurriendo asi la
fertilizacion, y con ello la obtencidn de frutos y semillas. La polinizacidn como servicio de

regulacion es de gran importancia para los ecosistemas, ya que gracias a este proceso se



mantienen las poblaciones de gran diversidad de plantas silvestres, ademas de ser un servicio

ecosistémico fundamental en la productividad agricola (4,5).

La polinizacion puede ocurrir por accion del viento, la gravedad o el agua (vectores
abioticos), asi como por animales (vectores bioticos), donde se estima que mas del 75% de
los principales cultivos alimentarios y alrededor de un 86% de las especies silvestres de
plantas con flores dependen de la polinizacion mediada por animales, tales como mamiferos,
aves y una gran diversidad de insectos, los cuales todavia requieren ser mas reconocidos por
su valioso aporte a los servicios ecosistémicos (1,5,6).

2.2. Importancia de las abejas

De los insectos polinizadores, las abejas (Hymenoptera, Apoidea, Apidae) con més de 20,000
especies reconocidas, son consideradas a nivel mundial las mas importantes, ya que gracias
a sus servicios de polinizacién se argumenta que mantienen las poblaciones de gran variedad
de plantas silvestres favoreciendo a la biodiversidad de los ecosistemas (7), ademas de su
valor para la produccion de semillas, recursos forrajeros y su contribucion para la produccion
de cultivos alimentarios; algunos de los cuales dependen completamente o en cierto grado de
la polinizacion mediada por animales, como son los cultivos de chile habanero (Capsicum
chinense), girasol (Helianthus annuus), manzano (Malus domestica), almendro (Prunus
dulcis), frijol (Phaseolus vulgaris), canola (Brassica spp.), cacao (Theobroma cacao), mango
(Mangifera indica), sandia (Citrullus lanatus), melon (Cucumis melo L.), calabaza
(Cucurbita spp.), guayabo (Psidium guajava), maracuyd (Passiflora edulis), vainilla (
Vanilla planifolia), naranjo (Citrus sinensis) y jitomate (Solanum lycopersicum L.); por
mencionar algunos. Varios de los cultivos alimentarios de los que se beneficia la humanidad
han podido ser estudiados y se ha demostrado que con la presencia de ciertas especies de
abejas aumentan la produccion de sus frutos y semillas, asi como su calidad (ej. tamario,
formay peso) (2,5,8-11).



En este sentido, la creciente demanda de alimentos, asi como el aprovechamiento de los
distintos recursos obtenidos de las plantas polinizadas por estos insectos; son factores clave
para el manejo y comercializacion de diversas especies de abejas, teniendo a la abeja melifera
occidental (Apis mellifera L.) como la principal especie manejada mundialmente (6,12,13).
Sin embargo, dicha especie no es tan eficiente para polinizar todos los cultivos alimentarios
por lo que también se requiere de otras especies de abejas, como la abeja oriental (Apis cerana
F.), utilizada en muchos cultivos del sur y sureste de Asia (de donde es nativa), misma que
ha logrado ampliar su distribucion desde su introduccién a Papta Nueva Guinea en los afios
70, estableciéndose también en las Islas Salomdn y el Noreste de Australia (14,15). Abejorros
del género Bombus, que han sido manejados comercialmente desde la década de los 80,
siendo las especies Bombus terrestris y Bombus impatiens las mas manejadas y distribuidas
en Europa y Norteamérica respectivamente (16). También en gran parte de Canada y Estados
Unidos se comercializan diversas especies de abejas solitarias (género Osmia, Megachile y
Nomia), demostrando su eficiencia en cultivos como el manzano (Malus domestica), la
alfalfa (Medicago sativa), la canola (Brassica spp.) entre muchas otras (2,16-19), y otras
especies de abejas solitarias como lo son las abejas carpinteras (género Xylocopa) que se
manejan comercialmente en Sudamérica, principalmente para la polinizacion de varias

especies de la Flor de la pasion (20,21).

Es por tal motivo, que el manejo adecuado de estas especies, asi como su conservacion es de
vital importancia para el buen funcionamiento de los ecosistemas, para mantener las
poblaciones de plantas silvestres y asegurar el tan valioso servicio de polinizacion que

proveen para la alimentacion mundial.

2.3 Declive de insectos polinizadores

Los insectos polinizadores y fundamentalmente las abejas estan en declive mundialmente,
dicho declive ha sido mayormente documentado en las regiones del mundo con mayor
industrializacion como los son el Noroeste de Europa y Este de América del Norte

(5,7,11,22-24). Esta disminucién se debe a multiples factores como son: el cambio climatico;



el cual ha ocasionado un desface en la floracién de plantas silvestres, no obstante, se ha
postulado que el calentamiento global podria desacoplar los periodos de vuelo de las abejas
y las floraciones, ocasionando asi déficits de polinizacién y disminucion de la diversidad de
especies. Por otro lado, la intensificacion del uso de la tierra en donde al existir un cambio
en el uso de suelo provoca el deterioro y fragmentacion del hébitat ocasionando la pérdida
de sitios de anidacion de diversas especies; la comercializacion de monocultivos, los cuales
dejan a las abejas con una pobre diversidad de recursos nectariferos y poliniferos de los cuales
depende su desarrollo, aunado a esto al uso desmedido de pesticidas que como bien se ha
demostrado causa dafios neurolégicos a las abejas, deformaciones y diferencias significativas
en el tamafio de los adultos, asi como ser uno de los principales factores en el Sindrome del
Colapso de las Colonias (CCD por sus siglas en inglés); la propagacion de especies exoticas
las cuales pueden competir tanto por zonas de anidacion asi como por fuentes de alimento y
contribuir a la gran problemética de diseminacion de patdgenos que repercuten de manera
importante en el desarrollo de las colonias, y como es bien sabido diversas enfermedades de
las abejas pueden presentarse como coinfecciones (virus, parasitos, bacterias,
microsporidios) sin poder identificar un Gnico agente en el declive de las colonias, e incluso
propagarse dentro y entre poblaciones de abejas manejadas y silvestres potencializando el
riesgo de diseminacion de patdgenos, aun entre diferentes especies (2,7,10,22,25-31).

Los trabajos realizados por Bauer y Wing (2016), simulan el dafio catastréfico que ocurriria
por el declive de polinizadores en 18 regiones del mundo, poniendo como escenario los
cultivos alimentarios que dependen de la polinizacion mediada por animales, arrojando datos
de riesgo desde 0% (ningun riesgo) para cultivos como el azlcar en regiones del Oeste de
Europa, pero no asi para la region del Oeste de Africa donde representa més del 50% de
riesgo, las cifras que exceden mas del 50% (alto riesgo) son para los cultivos fruticolas,
siendo este sector el mas vulnerable a esta situacion, en regiones del mundo como Europa,

Asia y Norteamérica principalmente (Cuadro 2) (32).

Asi mismo el trabajo realizado por Martinez-L6pez et al., (2021) propone un analisis a futuro
de los cambios esperados en la distribucion de especies de abejorros de Mesoamérica,

planteando tres diferentes escenarios de cambio climéatico, mostrando una reduccion esperada



en la idoneidad del habitat y en la distribucién de las especies, que va desde el 7% hasta el
67% para el afio 2050 (33), datos de gran interés y preocupacion sobre la amenaza que
representa el cambio climatico en estos insectos polinizadores, y que finalmente repercute de

manera significativa en la seguridad alimentaria y el bienestar humano.

Con lo que se pone en evidencia el grave riesgo que representa el declive de los insectos
polinizadores, en este caso las abejas que como ya se mencion6 son de gran importancia,
considerando asi que la reduccion de la diversidad de los insectos polinizadores puede traer
graves consecuencias ecoldgicas y evolutivas para las plantas, una crisis en la seguridad
alimentaria y en la funcion de los ecosistemas (22), por lo que se requiere seguir estudiando
y valorando su funcion e importancia para poder implementar medidas politicas, culturales y

sociales para su conservacion.

Cuadro 2. Porcentaje del valor de produccion del sector agricola en el afio 2004 en riesgo por la pérdida
del servicio de polinizacién (las celdas sombreadas indican méas del 30% en riesgo; la numeracion en
negrita indica mas del 50% en riesgo). Tomado y modificado de Bauer y Wing (2016).

Region Vegetales Frutas Frutos secos Granos Semillas oleaginosas Azicar y Otros
cultives

Africa Oriental 1.5 8.64 17.08 1.35 22.96 43
Africa Central 213 8.19 5.32 1.56 6.64 24.82
Africa Septentrional 8.73 35.75 21.62 0.95 7 0.37
Africa meridional 478 13.61 12.87 023 25 0.05
Africa Occidental 1.06 13.45 25.45 0.7 7.12 51.04
América Central y el

Caribe 8.5 22.72 15.77 1.15 10.08 6.86
Américadel Norte 5.04 35.78 43.66 0.08 2469 0.1
Américadel Sur 3.33 15.26 235 0.41 243 8.29
Asia central 715 4455 42.86 0.16 20.96 0.08
Asia Oriental 595 51.88 7.1 0.3 2463 0.16
Asia Meridional 7.86 34.49 12.9 0.27 24.41 291
Asia sudoriental 4.99 27.08 2548 0.16 8.77 8.51
Asia Occidental 11.67 34.81 12.82 0.23 4.89 1.12
Europa Oriental 8.89 45.77 8.28 0.47 24.66 0.09
Europa Spetentrional 3.18 477 0 0.35 24.51 0
Europa Meridional 7.79 26.67 2422 0.23 1.13 3.04
Europa Occidental 5.15 22.72 1.6 0.21 2449 0

Oceania 4.21 29.02 26.12 0.16 21.9 5.53



2.4 Abejorros del género Bombus

De las 20 mil especies de abejas reconocidas, cerca de un 3% son sociales, es decir, que
dentro de una colonia existen dos 0 mas hembras adultas viviendo en un mismo nido, las
hembras adultas que constituyen una colonia estan conformadas por obreras; quienes realizan
diferentes funciones como son: alimentacion de las larvas, limpieza, pecoreo, etc., y una
reina, misma que se encarga Unicamente de la puesta de huevos, esto ocurre principalmente
en especies de abejas de la tribu Apini y Meliponini (familia Apidae). En el caso de las reinas
de abejorros (tribu Bombini), algunas especies de abejas carpinteras y abejas del sudor
(Xylocopinae y Halictinae) respectivamente, al inicio de la fundacién de la colonia ademas
de la puesta de huevos, las reinas también se encargan de la recolecta de polen y néctar;
mismo que servira para alimentar a su descendencia (13,34); los abejorros son considerados
asi especies sub-sociales cuando la reina inicia la fundacion de la colonia, para después
convertirse en una colonia eusocial, con obreras y reina realizando sus funciones

correspondientes (13).

Los abejorros presentan un ciclo de vida anual, para la mayoria de las especies de climas
templados, la reina que ha salido de la hibernacion a inicios de la primavera busca un nido
donde fundar su colonia y comienza con el abastecimiento de fuentes de néctar y polen,
durante las siguientes 4 semanas se encargara por completo del forrajeo y pondra en un inicio
alrededor de 6-8 huevos (13,35). Una vez que emergen las primeras obreras comienza la
etapa social y cuando la colonia es lo suficientemente grande y esta provista de suficientes
recursos, la reina comienza la oviposicion de sexuados (reinas virgenes y machos), estos
ultimos abandonan el nido poco después de haber emergido, asi pues para el final del otofio
hembras y machos emergen de su nido y se aparean, para que las futuras reinas logren
encontrar un lugar donde hibernar, mientras que la antigua reina, obreras y machos mueren

al final de la temporada (Figura 1) (35).

Con cerca de 260 especies del género Bombus (Hymenoptera: Apidae), los abejorros se
encuentran distribuidos ampliamente en las regiones Oriental, Neotropical y Holartica,
existiendo la mayor diversidad y riqueza de especies en las regiones templadas de Eurasia y
Norteamérica (13,34,36). Para la regién Neotropical se contemplan 42 especies conocidas



que se distribuyen a lo largo de México, Centroamérica y Sudamérica (13,37,38). De estas
42 especies reconocidas, Mesoamérica alberga cerca de 23 especies, mismas que se
encuentran ampliamente distribuidas en el territorio nacional, principalmente en las regiones
montafiosas de clima templado en altitudes que oscilan entre 50 — 4300 msnm, asi como
zonas tropicales del pais, con especies excepcionales como son B. sonorus y B. morrisoni

que habitan en climas desérticos (39-41).

Figura 1. Diagrama del ciclo de vida de los abejorros (género Bombus). (izg) La joven reina emerge
de la hibernacion y funda una colonia, produciendo obreras en la etapa inicial y nuevas reinas y machos
en la etapa terminal, quienes se aparean (der) y son las nuevas reinas que buscan un lugar donde
hibernar, mientras que los machos mueren al final de la temporada. (1 y 2) muestra la produccion de
dos camadas de obreras y (3) una de reinas. Tomado de Heinrich (2004).

De acuerdo con Vandame et al., (2017) en un exhaustivo trabajo de recoleccion de datos e

identificacion de especies en el territorio mexicano, se ha constatado que si bien la



distribucion de especies en el pais es amplia, se pueden reconocer zonas de mayor riqueza de
diversidad las cuales corresponden a la Sierra Madre de Chiapas y al eje Neovolcanico
Transversal, este Gltimo que comprende los estados de Veracruz, Puebla, Tlaxcala, Hidalgo,
Mexico, Ciudad de México, Morelos, Querétaro, Guanajuato, Michoacan, Guerrero, Nayarit,
Colima y Jalisco (40) (Figura 2). Aun a pesar de la gran diversidad de abejorros presentes
en Mesoamérica, la situacion actual de declive pone a ciertas especies en la Lista Roja de
especies en peligro, de acuerdo con la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza, (IUCN por sus siglas en inglés) del grupo de especialistas de la BBSG
(Bumblebee Specialist Group) cerca de un 52% de las especies de abejorros se encuentran
en una categoria de riesgo, situacién alarmante y que debe ser considerada para generar
acciones en pro de su conservacion (40,42). Los estudios realizados en los dltimos afios
(2019-2020) por estos especialistas, consideran a algunas especies de abejorros endémicos
en riesgo como son: B. (Cu.) haueri, B. (Cu.) brachycephalus, B. (Th.) steindachneri, que
figuran como especies amenazadas, B. diligens (Th.) y B. (Th.) digressus como especies casi
amenazadas, B. (Th.) medius en estado vulnerable y B. (Th.) weisi, B. (Th.) trinominatus, B.
(Cu.) macgregori y B. (Py.) ephippiatus como especies de menor preocupacion de riesgo
(42,43). Ademas de las especies nativas presentes en Mesoamérica, también esta presente la
especie norteamericana (B. impatiens Cresson) que desde el afio 94 se introdujo en el

territorio mexicano para su comercializacion (16,44).

La amplia distribucién que presentan los abejorros en México es de gran importancia por la
estrecha cercania que tienen con otras especies de abejas, principalmente las abejas meliferas
(Apis mellifera), las cuales también estan bien distribuidas en gran parte del pais (45), por lo
que las visitas a los mismos parches florales pueden ser comunes. Multiples especies pueden
coexistir debido a las particularidades morfoldgicas y de pecoreo de cada especie, resultando
en eleccion de flores diferenciadas, sin embargo, al haber pocos recursos florales debido a
cambios en el uso de suelo o pérdida de la diversidad de flora, pudiera existir competencia

por las fuentes de alimento entre abejorros silvestres y abejas meliferas (46,47).
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Figura 2. Distribucion de la riqueza de abejorros en México. Tomado de Vandame (2017).

2.5 Cria'y comercializacion de abejorros

Debido a las caracteristicas morfoldgicas particulares de los abejorros, se sabe que logran
una polinizacion efectiva de especies de plantas con flores de corolas profundas (visitadas
mayormente por abejorros de lenguas largas), aunque algunas especies prefieren visitar flores
de corolas ligeramente mas cortas que la longitud de su lengua, esta caracteristica les otorga
un cierto grado de especializacion (16,46-48).También juega un papel muy importante el
tamario de su cuerpo y la cantidad de vellosidades, el tamafio de las corbiculas con lo cual
pueden acarrear mayor cantidad de polen, asi como su notable resistencia a climas adversos
(como son lluvias y fuertes vientos), lo que les permite pecorear aln durante estas

condiciones, mismas que son mas hostiles para otras especies de abejas (48,49).

Por otro lado, gran variedad de plantas silvestres con flores y algunos de los cultivos de mayor
importancia a nivel mundial para el ser humano como son la papa, berenjenas, jitomate,

chiles (Solanaceae), ardndanos (Ericaceae), meldn, pepino, calabacita (Cucurbitaceae), entre
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otros, requieren de un tipo de polinizacion conocido como “polinizaciéon por zumbido”
(35,50), dado que el polen en este tipo de flores queda restringido en las anteras (anteras
poricidas), se requiere que ocurran vibraciones en las corolas de las flores para que liberen el
polen que se encuentra méas profundo y so6lo asi se logre una polinizacion efectiva, se sabe
que dicha polinizacidn es realizada por los abejorros, gracias a los fuertes musculos toracicos
que tienen, con los cuales logran mediante movimientos repetidos ejercer la vibracion

necesaria para la liberacion del polen (44,51,52).

Segun la Encuesta Nacional Agropecuaria (ENA) 2019, publicada por el Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia (INEGI), de los cultivos con mayor produccién anual por millones
de toneladas se encuentra el jitomate (Solanum lycopersicum L.) con 2,860,305.2 t, con una
superficie cultivada de 42,383.3 ha (53), de las cuales en la ultima década la superficie
establecida con agricultura protegida (uso de malla sombra e invernadero) para este cultivo
crecid a una tasa promedio anual del 22.7%, sembrando a nivel nacional 22,236 ha, con una
produccion de 1, 397,515 t (54), este tipo de agricultura se concentra principalmente en los
estados de San Luis Potosi, Baja California y Sinaloa, aunque va adquiriendo mayor
importancia en los estados de Jalisco, Sonora, Coahuila, Puebla, Guanajuato, Baja California
Sur y Oaxaca; la productividad del jitomate continta creciendo, con lo que actualmente
México se sitia como el décimo productor y primer exportador de jitomate a nivel mundial
(55,56), sucediendo asi un incremento en las importaciones a nivel mundial del 39.41% en
la Gltima década, siendo Estados Unidos el principal importador de jitomate (56). Se estima
que para el afio 2030 la demanda mundial de este cultivo aumentara de 8.92 a 11.78 MMt
(56), sin embargo, este tipo de agricultura al mantener a los cultivos en ambientes protegidos
(invernaderos, casas de sombra) restringe o reduce el papel de los insectos polinizadores en
estos cultivos, por lo que se requiere del uso de polinizadores manejados (aquellos
polinizadores semi-domesticados producidos en grandes cantidades para ser vendidos y
comercializados) para lograr cantidades aceptables de produccion (21), por lo que la
polinizacion efectiva por medio de polinizadores manejados como es el caso de abejorros es

esencial para cubrir las necesidades del mercado tanto nacional como mundial (57).
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Mundialmente se manejan 5 especies de abejorros fuera de su lugar de origen (16 ,55), de
estas especies, en México desde el afio 1994 la empresa Holandesa Koppert Biological
Systems inicio con la comercializacion del abejorro exdtico Bombus impatiens Cresson;
especie originaria del este de Norteamérica (Estados Unidos y Canadd) (44,58), comercio
que crecié de manera exponencial en los Gltimos afios, actualmente alrededor de 50,000
colonias de abejorros exdéticos son comercializados anualmente para la polinizacion de

cultivos protegidos (59).

Si bien esta especie ha demostrado ser eficiente en la polinizacion de cultivos en invernadero
en México, es importante reconocer el riesgo potencial que representa para los abejorros
silvestres, si se mantienen las condiciones favorables para su desarrollo y establecimiento,
como ya ha ocurrido con otras especies, en donde se ha podido documentar el establecimiento
de especies exoticas en paises como Nueva Zelanda, Tasmania, Chile y Australia (16,35).
Los riesgos potenciales que representan la introduccién de especies exoticas son la
competencia por fuentes de alimento y zonas de anidacién, posible hibridacion de especies y
la diseminacion de patogenos y enfermedades, que pueden ser derramados de especies
manejadas a abejas silvestres y viceversa; inclusive entre abejas de distintas especies
(16,35,51,57,59,60).

El interés por manejar especies nativas para la polinizacion de cultivos ha ido creciendo en
los ultimos afos, debido a los riesgos potenciales que representa el manejo y
comercializacion de abejorros exoticos, con lo que se han desarrollado importantes trabajos
de investigacion en la crianza y manejo del abejorro nativo Bombus ephippiatus Say
(Hymenoptera: Apidae: Bombini) subgénero Pyrobombus para la polinizacion de diversos
cultivos como jitomate, berenjena, pepino, chiles morrones, melones, sandias y diferentes
especies de berries (44,49,51,58,61). Esta es la especie mayormente conocida y manejada
ecolégicamente, la que se ha estudiado mas y se ha considerado ser tan eficiente para la
polinizacion de cultivos bajo invernadero como lo es la especie exética B. impatiens
(44,51,57).
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El abejorro B. ephippiatus presenta una amplia distribucion en el pais, desde Chihuahua hasta
Chiapas, con la excepcion de Baja California y la peninsula de Yucatan, extendiendo su
distribucion por todo Centroamérica y Panama4, en altitudes que han sido reportadas desde

los 800 hasta 3400 msnm, en zonas templadas y montafiosas principalmente (44,51,57,62).

La importante topografia montafiosa tanto de México como de Centroamérica provee de
habitats que sirven como barreras biogeograficas, permitiendo que alberguen una basta
diversidad de especies (63). De acuerdo con Duennes et al., (2017) el abejorro nativo
B.ephippiatus puede ser considerado no solamente como una especie que se distribuye
ampliamente en Mesoameérica, por el contrario, se considera que sean cinco diferentes linajes
(complejo Bombus ephippiatus-wilmattae) que se han diversificado gracias a estas barreras
biogeogréficas, el Istmo de Tehuantepec ( que separa la Sierra Madre del Sur del bloque
maya), la Depresion de Nicaragua (que separa las tierras altas del bloque Chortis de Honduras
y Nicaragua de las tierras altas de Costa Rica) y la Depresion Central (que divide las cadenas
montafiosas de Chiapas y Guatemala) (40,63). Esto es importante si se pretende comercializar
con dicha especie, ya que aun siendo nativa debe evitarse el movimiento de especies entre
las diferentes barreras naturales antes mencionadas, con la finalidad de evitar un
entrecruzamiento y disminuir la riqueza genética y asi poder mantener la diversidad de

especies.

2.6 Interacciones Parasito - Hospedero en apidos

Muchos de los patdgenos que son reconocidos en el mundo animal, son albergados por mas
de una especie, ocurriendo una gran infinidad de interacciones entre hospederos y parasitos,
mismos que juegan un rol muy importante en la regulacion de las poblaciones contribuyendo
asi en el equilibrio ecosistémico de especies (34,64). Las interacciones parasito-hospedero
han sido ampliamente estudiadas, con la finalidad de conocer los mecanismos que se

mantienen entre ellos; estudiando asi la infectividad del parasito y la susceptibilidad del
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huésped; asi como la capacidad que tienen los parasitos; especialmente los micro parasitos
(como virus, hongos, bacterias, protozoos) para lograr infectar una o varias especies,
manteniendo sus ciclos bioldgicos en situaciones y ambientes determinados y a su vez
desarrollar mecanismos que les permiten inclusive proliferar en nuevos hospederos
(24,34,64).

Se sabe que los paréasitos logran proliferar de manera mas exitosa en comunidades de
individuos sociales, a diferencia de organismos solitarios (34), en el caso de los insectos y
particularmente en abejas, diversos estudios han podido demostrar bajo condiciones
controladas, que se presenta un mayor indice de éxito o replicacion de los parasitos en
especies sociales; ya que las condiciones de alta densidad de individuos (huéspedes) y
uniformidad genotipica resultan ventajosas, factor que influye en el desarrollo, transmisién
e infectividad y la subsecuente manifestacion de comunidades enfermas, ademas de otros
factores como son la susceptibilidad del hospedero, su respuesta inmune, factores de estrés y
variabilidad genética; sin embargo, los mecanismos especificos del sistema social

determinaran si se presenta una mayor o menor respuesta a la infeccion (34,64,65).

Existe gran evidencia sobre los riesgos potenciales que representan la movilizacién de
especies manejadas y mas aun la introduccion de especies exéticas de abejas, siendo uno de
los principales factores de riesgo el “derrame de patdgenos”, en donde las colonias manejadas
pueden presentar altos niveles de patdgenos actuando como “reservorios” y propagando los
patdgenos a una poblacion huésped “no reservorio” simpatrica, ocasionando asi mayores
impactos negativos en los conespecificos silvestres, cabe aclarar que este “derrame de
patdgenos” puede actuar en ambos sentidos, tanto especies manejadas como poblaciones
silvestres pueden actuar como reservorios (23,28,66). Este “derrame de patdogenos” en
abejorros se documentd por primera vez en Japon en el afio 2000, donde ocurrid la
propagacion del acaro traqueal Locustacarus buchneri presente en colonias manejadas de B.
ignitus a poblaciones nativas debido al “derrame de patdgenos” (28). Otros trabajos que

sugieren el “derrame de patogenos” son los realizados por Colla et al., (2006), quienes
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encontraron altos niveles de los patégenos Crithidia bombi y Nosema bombi en especies de
abejorros silvestres que se encontraban cercanos a invernaderos donde se manejan abejorros
para la polinizacion, concordando que los abejorros silvestres cercanos a invernaderos se
encontraban mayormente infectados con estos patdgenos; siendo el “derrame de patogenos”
la principal causa para que se presentara este patron (28,66). Ademas de los ya mencionados,
existen evidencias de “derrame” de diversos patdgenos y parasitos entre abejorros y abejas
del género Apis, con lo cual la especie “reservorio” puede llegar a presentar ain mayores
prevalencias de los patdgenos existentes, aumentando el riesgo de diseminacion de

enfermedades a otras especies (Cuadro 3) (34).

Otro de los temas de interés en las interacciones entre parasitos y hospederos son los Ilamados
“saltos de hospedero” en donde la viabilidad del parasito evoluciona hacia nuevas especies
de hospedero, requiriendo adaptaciones a la nueva fisiologia y comportamiento del huésped
con lo cual garantiza su supervivenciay replicacion (67,68). Esto es de gran importancia para
las comunidades de abejas, ya que como bien se ha documentado, diversos patdgenos han
evolucionado para ser viables en nuevos hospederos, tal es el caso del microsporidio Nosema
ceranae el cual se supone que hizo un “salto de hospedero” a la abeja melifera hace mas de
una década, donde anteriormente (desde 1900) sélo se reconocia a Nosema apis como el
unico agente causante de Nosemosis en abejas, de igual forma los acaros ectoparasitos de la
abeja melifera Varroa destructor y Varroa jacobsoni; se presume que realizaron el salto de
hospedero aproximadamente hace 70 y 12 afios (respectivamente) a la abeja europea, cuando
entraron en contacto con este nuevo hospedador, desde su huésped ancestro (A. cerana), V.
jacobsoni quedo restringida en Oceania mientras que V. destructor fue causante de colapsos
en las poblaciones de abejas alrededor del mundo (68), esto pudo suceder debido a que los
nuevos parasitos causaron un impacto negativo importante en las poblaciones de los nuevos
huéspedes, logrando diezmar o incluso extinguir dichas poblaciones hasta que sus contra
adaptaciones evolucionaran (68).



Bajo este contexto, es de gran importancia mantener un manejo adecuado de las colonias
comerciales, asi como las buenas practicas de sanidad para reducir o eliminar el riesgo
potencial que representa la presencia de parasitos y patdégenos en abejorros, cuya demanda

sigue incrementandose debido a las necesidades del comercio de cultivos alimentarios a nivel

mundial.
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Cuadro 3. Patdgenos y parasitos de abejorros y abejas meliferas para los que existe evidencia de
“derrame” hacia poblaciones o especies aparentemente libres del patdgeno o con prevalencias
bajas. Encontrados ademas en otras especies de abejas. Tomado y modificado de Arbulo (2015).
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2.7 Problemas sanitarios importantes en abejorros

Los abejorros nativos se enfrentan a amenazas de parasitos y patdgenos, que causan
detrimentos importantes en sus poblaciones; entre los principales parasitos que afectan a los
abejorros destacan los parasitos de transmision oro-fecal de abejas adultas como son el hongo
microsporidio Nosema bombi, el paréasito tripanosomatido Crithidia bombi y el neogregarino
Apicystis bombi, el &caro traqueal Locustacarus buchneri, los parasitoides de cria como
Melittobia acasta y M. chalybii y principalmente el virus de las alas deformes (DWV)
(24,69-71), dichos agentes han repercutido de manera significativa en los abejorros,
causando deformidades, detrimentos en sus poblaciones, reducciones en la longevidad de las
colonias, deficiencias en su habilidad de aprendizaje, disminucion en las reservas de grasa, y
pobre respuesta a otros factores estresantes (70,72). La mayoria de estos parasitos y
patdgenos han logrado propagarse de colonias comerciales a colonias silvestres, en donde
abejorros manejados que se utilizan para la polinizacion de cultivos en invernaderos,
regularmente escapan de las instalaciones de invernadero para la obtencion de recursos, ya
que como se ha podido documentar cerca del 73% del polen recolectado por obreras de
abejorros manejados en invernaderos lo obtienen de plantas fuera del invernadero (66); con
lo que al ser reservorios de una 0 mas enfermedades, perpettan el riesgo de transmitir
enfermedades a especies silvestres y viceversa. Ademas, diversos patdgenos que han sido
identificados en las abejas meliferas pueden estar pasando a otros huéspedes de abejas con el
movimiento y comercializacion global de las abejas meliferas y sus productos, aunque

también dichos patdgenos pueden estar ampliamente distribuidos en la naturaleza (71).

Las instalaciones de cria comercial representan un factor importante para la proliferacion de
patdgenos y parasitos, debido a la alta densidad de individuos (hospederos) en dichas
instalaciones; se crean situaciones ideales para que estos agentes logren aumentar sus
poblaciones; ademas de que al proveer a las colonias con alimento ad libitum, les permite
desarrollarse y sobrevivir aun a pesar de tener cargas parasitarias altas; donde naturalmente
la muerte de hospederos es uno de los factores que influyen en la reduccion de poblaciones
de parasitos (73).
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Teixeira et al., (2017) han podido constatar la presencia de diversos patdgenos presentes en
productos de la colmena (polen, jalea real, miel) de colonias infectadas, encontrando esporas
de Paenibacillus larvae, Ascosphaera apis, Nosema ceranae y Nosema apis, representando
un riesgo para colonias de abejas manejadas que requieren de alimentacion con alguno de
estos productos (74) ; tal es el caso de los abejorros, que durante la cria y desarrollo para su
comercializacion se requiere del uso de polen (pasta de polen mezclada con jarabe de azUcar,
en algunos casos) proveniente de colmenas de abejas meliferas, como fuente proteica para
mantener y desarrollar colonias que posteriormente serdn comercializadas para la
polinizacion de cultivos; un tema importante a considerar ya que el polen puede actuar como
vector para la diseminacién de enfermedades, por lo cual se requiere de métodos que
permitan su esterilizacion con el fin de matar los parasitos presentes y reducir el riesgo de
infeccion a colonias de abejorros (72,74). Actualmente una de las mayores empresas de cria
y comercializacion de abejorros (Biobest) utiliza el método de irradiacion para “esterilizar”
el polen y poder asi eliminar los parasitos presentes en el mismo y proveer una alimentacion
higiénica a sus colonias (72). Aun se requiere mejorar los métodos de esterilizacion del polen
a fin de reducir por completo los parasitos presentes, como pudo demostrar Graystock et al.,
(2016) donde el método de irradiacion Gamma logra eliminar y degradar el DNA/ del Virus
de las alas deformes (DWV), N. ceranae, Virus de la paralisis aguda israeli (IAPV) y Virus
de la cria ensacada (SBV), no asi para Crithidia bombi, N. apis, Ascosphaera apis y Apicystis
bombi que permanecen en el polen a pesar de recibir este tratamiento (72), se requieren

medidas para mejorar estos métodos.

Aunque es poco probable que las poblaciones de abejorros y otras especies de abejas
silvestres sean extirpadas por parasitos, como unico factor, el derrame constante de patdgenos
desde un reservorio de abejorros con alta prevalencia de parasitos podria extirpar pequefias

poblaciones huéspedes y contribuir con el declive de polinizadores.

2.8 Microsporidios del género Nosema en apidos
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Los microsporidios son un gran grupo de hongos unicelulares, pardsitos intracelulares
obligados (todo su ciclo biologico se desarrolla dentro de las células del huésped) que
presentan estructuras unicas; comparados con otros eucariotas son altamente reducidos en
todos los niveles (metabolico, bioquimico, morfoldgico e incluso molecular) principalmente
les caracteriza la presencia de organelos de extrusion, cuya funcidn principal es la de inyectar
el contenido de la espora (estadio de resistencia) en las células del huésped y poder contribuir

efectivamente en el proceso de infeccion (75-78).

Descritos por primera vez en el siglo XX, cuando la industria de la seda en Europa estaba
siendo devastada por un microorganismo que atacaba a los gusanos de la seda, en aquel
entonces dicho microorganismo fue nombrado Nosema bombycis Nagéli; posteriores
estudios crearon un nuevo grupo llamado Microsporidia, donde actualmente cerca de 1200
especies han sido descritas, con méas de 700 especies de insectos huéspedes (75,79,80). Se
sabe que los microsporidios estan ampliamente distribuidos, infectando a una gran cantidad
de animales vertebrados e invertebrados y algunos protozoarios siendo mas prevalentes en
peces y artropodos, donde han causado dafios importantes en la industria acuicola y apicola,

ademas de ser utilizados en el control de plagas (76).

La particularidad que tienen los microsporidios es la presencia de una célula altamente
organizada; la espora, el Unico estadio que puede sobrevivir fuera de la célula hospedera,
cuya longevidad y viabilidad se ve influenciada por diversos factores ambientales (34,76,81).
Dicha espora presenta una caracteristica singular, la presencia de un filamento o tubulo polar
enrollado, que le permite inyectar el contenido de la espora (esporoplasma), cuando se
presentan las condiciones ideales dentro del hospedero (Figura 3) (34,76,79). Las esporas
varian en tamafio entre especies, su longitud esta en un rango entre 1 a 12 um y su forma
varia desde ovaladas, redondeadas, en forma de lagrimas o en forma de huso, presentan la
caracteristica que al ser observadas mediante microscopia a 250 X 0 400 X son discernibles
como formas brillantes refractivas (79); siendo la espora el punto focal para su diagnostico,

estrategia de infeccion y ciclo de vida (76).
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Figura 3. Eversion del tubo polar durante la germinacién de la espora. (A) Espora latente, mostrando
filamento polar (negro), nlcleo (gris), polaroplasto y vacuola posterior. (B) Polaroplasto y vacuola
posterior se hinchan, se rompe el disco de anclaje, y el filamento polar comienza a evertir. (C) El filamento
polar continda su eversion. (D) Una vez que el tubo polar estéd totalmente evertido, el esporoplasma es
forzado hacia adentro (E) a través del tubo polar. (F) El esporoplasma emerge desde el tubo polar rodeado
de nueva membrana. Tomado de Keeling y Fast (2002).

Los microsporidios con su amplia distribucion han logrado infectar a una gran variedad de
insectos, la mayoria de los microsporidios entomopatogénicos ocurren en el género Nosema
con mas de 150 especies descritas, comunmente infectando insectos del Orden Lepiddptera
e Himendptera, donde han ocasionado dafios severos y de gran importancia econémica
(34,80,82). Las principales especies que afectan a los insectos himendpteros, Yy
especificamente a las abejas fueron reconocidos de tres especies principales: los
microsporidios Nosema apis, Nosema ceranae y Nosema bombi, quienes parasitan a la abeja
melifera (A. mellifera), la abeja asiatica (A. cerana) y a los abejorros (género Bombus),
respectivamente, aunque no exclusivamente, como ya se ha mencionado anteriormente,
debido a saltos de hospedero, estas especies han logrado parasitar nuevos hospederos
(34,80,82).
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La infeccidn en estas especies ocurre principalmente por la ingestion de alimento o agua
contaminados con esporas, mediante trofolaxia o cuando realizan labores de limpieza,
ingiriendo asi las esporas presentes y que se mantienen viables en el medio ambiente (81).
Las esporas que han sido ingeridas requieren de condiciones ideales dentro del tubo digestivo
para desencadenar su germinacion, entrando en la primer fase de reproduccién vegetativa
(merogonia) en donde crece y se multiplica dentro de las céelulas del intestino, produciendo
células hijas ( merozoitos) que tienen el potencial de repetir dicho proceso o entrar en la
segunda fase reproductiva, que es la produccion de esporas (esporogonia); pudiendo infectar
otros tejidos de acuerdo con la especie del patdgeno que se trate, las esporas finalmente son
liberadas mediante las heces de los individuos infectados (Figura 4); ocurriendo asi el ciclo
de infeccion a nuevos individuos de la colonia y perpetuando la enfermedad, sobre todo si
los individuos se encuentran en situaciones que beneficien la proliferacion del patogeno,

mismas que ya se mencionaron anteriormente (34,75,80-83).
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Figura 4. Representacion esquemaética del ciclo de vida de Nosema. Tomado de Solter (2010).
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2.8.1. Nosema apis

El microsporidio Nosema apis Zander, fue descrito en 1909, en las abejas meliferas (Apis
mellifera), considerado hasta el 2005 como el Unico agente causante de la Nosemosis,
también conocida como Nosemosis “tipo A”; enfermedad que afecta a las abejas adultas,
infectando las células epiteliales del intestino medio y el tejido muscular de las abejas
meliferas; siendo una de las enfermedades mas difundidas a nivel mundial (78,84). N. apis
presenta un ciclo de vida directo y es transmitido horizontalmente a las abejas meliferas, este
tipo de transmisién es la mas comun en los microsporidios y puede ocurrir entre huéspedes
emparentados 0 no y entre huéspedes de esta o diferente especie; dicha transmision depende
fuertemente de la carga del parasito, por lo que, a mayor cantidad de esporas producidas

mayor sera la oportunidad del parasito para infectar a su hospedero (34,85).

Este agente causa disenteria, pudiendo observar manchas fecales en la entrada de las
colmenas, abejas rastreras (temblorosas) y con abdémenes dilatados, otra signologia tipica
es la coloracion blanca lechosa del intestino medio (ventriculo), esto debido a la degeneracion
del epitelio digestivo, a nivel de la colonia se le ha atribuido ser causante de la disminucion
de la cria y por ende, del tamafio de la colonia, ademés de reducir la supervivencia de las
colonias cuando se presentan altas cargas parasitarias; esta es una enfermedad estacional, que
se caracteriza por altos niveles de infeccidén en primavera, posteriormente baja durante el

verano e invierno y se presenta un ligero pico durante el otofio (34,78,85,86).

2.8.2. Nosema ceranae

Nosema ceranae originalmente descrita en la abeja asiatica (A. cerana) en la década de 1990
(87), fue hasta el afio del 2005 que se descubrid su presencia en la abeja melifera (A.

mellifera), y en el afio 2009, se registrO por primera vez su presencia en abejorros;
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actualmente se encuentra presente no solamente en las especies antes mencionadas, pues

también se ha reportado su presencia en otras especies de la superfamilia Apoidea (34,78,87).

Los principales efectos que causa N. ceranae a nivel individual y de la colonia son una
marcada reduccion en la supervivencia de las obreras, estrés energético y nutricional, esto en
parte se debe a la degeneracion que ocasiona en el epitelio digestivo, razén por la cual al
igual que N. apis se puede apreciar el ventriculo encogido y blanquecino, alteraciones
metabolicas, alteraciones en los controles hormonales, reduccion en la respuesta inmune de
los individuos, baja productividad y reduccion en la poblacion adulta (34,88,89). Si bien no
hay signos claros de la infeccion que causa a nivel de las colonias, diversos autores le han
atribuido ser factor en el despoblamiento de las colonias, debido a su alta virulencia, que ain

a pesar de eso puede ser variable en las poblaciones de abejas (34).

2.8.3. Nosema bombi

Entre los patdgenos mas comunes de los abejorros se encuentra el microsporidio N. bombi,
descrito por primera vez en 1914 por Fantham y Porter, siendo considerado hasta el 2009
como el Unico microsporidio conocido que infectaba a los abejorros (24,34,90). Este
patogeno que infecta principalmente los tabulos de Malpighi y los tejidos del intestino medio
(ventriculo), pero también se ha reportado su presencia en tejido graso, musculo, traquea e

inclusive en tejido nervioso de los abejorros (24,77).

N. bombi se caracteriza por causar dafios cronicos mas que agudos, diversos autores han
constatado inclusive que los individuos no llegan a presentar signologias externas evidentes
que pudieran sugerir una posible infeccién por este paréasito, realizando su comportamiento
normal aiin con infecciones severas (24). Sin embargo, se ha documentado que dicho parasito
causa una reduccion de la supervivencia de machos y hembras, disminucion del tamafio de
las colonias, incremento en la produccion de sexuados (particularmente machos), reduccion
en la tasa de reproduccion de hembras (muestran reducida capacidad para aparearse) y
machos (esperma viable reducido); ademas de reducir la probabilidad de fundacion de la
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colonia en reinas infectadas, conduciendo potencialmente al declive de sus poblaciones
(24,91-93). De acuerdo con Otti y Schmid-Hempel (2007), el comportamiento de las obreras
también se ve afectado por este parasito, en colonias altamente infectadas las obreras no
realizan correctamente las tareas de limpieza, pudiendo encontrar colonias sucias o con
individuos muertos que no son desechados fuera del nido, lo que resulta en una
sobreexposicion a las esporas hacia individuos sanos y enfermos dentro de la colonia y por

consiguiente la supervivencia del patogeno (93).

Debido a que los abejorros presentan un ciclo de vida anual, y son las reinas el Unico
individuo que hiberna, se presume que N. bombi permanece remanente durante ese tiempo
dentro de la reina, suponiendo asi que las esporas podrian ser transmitidas verticalmente
hacia la descendencia; aunque esto no ha sido comprobado; por lo que se asumen 3 formas
de transmision del microsporidio a las colonias: 1) directamente via hibernacion de las reinas,
2) indirectamente durante el pecoreo via ingestion de esporas presentes en el alimento y 3)

mediante la infeccidn desde obreras enfermas que entran a la colonia (24,91,94,95).

Aunque se sabe que N. bombi reduce su viabilidad fuera del huésped, debido a factores
ambientales que resultan poco favorables para la supervivencia de la espora (81), y por ende
reduce su probabilidad de infectar a nuevos huéspedes de subsecuentes generaciones; por lo
que el comportamiento infectivo de este parasito se ve afectado tanto por los factores
ambientales como por la situacion de los individuos, por ejemplo, en campo las obreras se
enfrentan a mayores condiciones estresantes en donde inclusive llegan a morir con
intensidades de infeccion bajas, 1o que no ocurre en condiciones de laboratorio, donde se
mantienen condiciones ideales que permiten intensidades de infeccién altas y debido al
confinamiento de individuos sanos y enfermos, las tasas de reinfeccidn podrian ser mas altas
tambien (93).

2.9. Nosemosis en abejorros
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La infeccion causada por el microsporidio Nosema spp., también conocida como Nosemosis
tiene un ciclo de vida aproximado de 7 dias, en donde la diseminacién de la enfermedad
ocurre mediante la ingestion de esporas, posteriormente dichas esporas germinan en el
intestino medio, donde crecen y se multiplican, pudiendo diseminarse a otros tejidos y
eventualmente, las esporas sean expulsadas por las heces, en donde se cumple nuevamente

el ciclo de infeccion entre las abejas (78,96).

En un estudio realizado en China, se logr6 demostrar que una gran diversidad de
microsporidios incluyendo Nosema apis, Nosema bombi, Nosema ceranae, Nosema
portugal, Nosema thomsoni, Tubulinosema pampeana y Vairimorpha spp. infectan a los
abejorros (97). Sin embargo, la falta de detalle de muchos estudios, sobre todo antes del
desarrollo de métodos moleculares, ha ocasionado que la identificacion de la especie en
muchos estudios anteriores fuera incierta. Actualmente los microsporidios que se han
constatado infectan a abejorros silvestres en campo son: N. bombi, N. ceranae y T. pampeana
(97).

Debido a la alta virulencia que se les ha atribuido a N. bombi y N. ceranae se han considerado
ser agentes causantes de enfermedades emergentes infecciosas, dichas enfermedades
generalmente se ven facilitadas por un cambio en la ecologia huésped-parasito, que conduce
a nuevas oportunidades de transmision entre especies; siendo de especial preocupacion
debido a los efectos impredecibles que pueden ocasionar sobre poblaciones nativas de
abejorros y/o sobre poblaciones de especies manejadas (34). La realizacion de estudios
experimentales ha permitido documentar el impacto negativo que tienen estas dos especies
de microsporidios sobre las colonias, la salud de los individuos y su habilidad de aprendizaje;
sin embargo la gran mayoria de los estudios se han realizado con las especies que se manejan
y comercializan mundialmente (B. terrestris, B. impatiens u otras especies Palearticas), por
lo que los impactos que ocasionan estos agentes pueden variar en las cerca de 250 especies
de abejorros reportadas (89,93,94,97).
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Diversos estudios han podido constatar el dafio que causa el microsporidio N. ceranae en
abejorros, trabajos que han sido realizados en condiciones controladas como en campo, han
encontrado que este parasito afecta la supervivencia de la colonia, genera efectos subletales
en el comportamiento de las obreras, y al considerarse un parasito con alta virulencia, como
se ha reportado para la abeja europea (Apis mellifera), podria traer consecuencias
devastadoras para las poblaciones vulnerables (34,89,97-99). De acuerdo con Graystock et
al., (2013) no esta claro si N. ceranae que ha sido detectado por métodos moleculares, puede
infectar realmente a los abejorros o simplemente se trata de la vectorizacion de esporas no
germinadas, sin embargo, en su trabajo pudieron comprobar de manera experimental que los
abejorros son susceptibles a la infeccién por N. ceranae de cepas pertenecientes a la abeja

melifera europea (98).

Bajo este contexto, y como han propuesto otros autores la infeccion por N. ceranae que
ocurre en abejorros se presume ha sido causa de saltos de hospedero de cepas presentes en
las abejas meliferas que han entrado en contacto con sus conespecificos, tanto aquellos

abejorros manejados comercialmente como silvestres (98).

A diferencia de N. bombi, parésito generalista establecido en varias especies del género
Bombus, ocurriendo regularmente, pero a diferentes niveles; por lo que se considera como el
unico microsporidio que infecta realmente a los abejorros y que como ya se ha mencionado
anteriormente causa efectos que repercuten negativamente en la supervivencia de los
individuos, problemas reproductivos y detrimentos en el desarrollo de las colonias
(34,99,100). Aunado a esto, muchas de las amenazas que estan enfrentando los abejorros con
la consecuente disminucion de sus poblaciones, podria estar llevando a un detrimento en su
diversidad genética, ocasionado asi una mayor susceptibilidad a infecciones causadas por
microsporidios u otros agentes; lo que permite que aumente la prevalencia de las

enfermedades e inclusive se perpetien (97,101).
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Debido a la susceptibilidad que presentan las abejas frente a este pardsito, es de gran
importancia conocer como se encuentran las colonias de abejorros que se manejan para la
polinizacion de cultivos, con el fin de implementar medidas de bioseguridad para evitar la
diseminacion de patdgenos que pueden afectar el ciclo bioldgico de las poblaciones de abejas
silvestres. La crianza de abejorros nativos debe considerar generar el menor impacto a las
poblaciones silvestres, por el riesgo potencial que las colonias de abejorros manejados
presentan hacia los abejorros silvestres mediante la transmision y derrame de patdgenos,
contribuyendo asi en la diseminacion de enfermedades y el declive de abejorros silvestres
(23,28,102,103).

2.10. Deteccion y prevalencia de Nosema spp. en abejorros

La deteccidn oportuna y diagnostico de diversas enfermedades que afectan a las abejas es
esencial cuando se comercializa con ellas, requiriendo asi mantener un estatus libre de
patdgenos en colonias que son manejadas tanto para obtener productos provenientes de la
colmena (tratdindose de la abeja melifera) asi como aquellas que se ocupan para la
polinizacion de cultivos (16). En el caso de los abejorros que son utilizados para la
polinizacion de cultivos, es necesario el mantener colonias libres de parasitos que pudieran
ser derramados a especies de abejas silvestres, poniendo en riesgo a dichas poblaciones y el

equilibrio ecol6gico en un area determinada.

El diagnostico y analisis de Nosema en abejas, ha sido primordialmente desarrollado para la
abeja Apis mellifera, esto debido a que la abeja melifera ha sido la especie mayormente
utilizada alrededor del mundo y la méas estudiada, de la cual se reconoce es afectada por 2
especies de microsporidios (Nosema apis y Nosema ceranae) (104). Asi pues, las
metodologias utilizadas para el diagndstico de Nosema tanto en campo como en laboratorio
incluyen microscopia dptica, microscopia electronica y métodos moleculares (PCR- reaccion
en cadena de la polimerasa); que permiten diagnosticar la enfermedad causada por Nosema,

mediante la deteccion y cuantificacion de las esporas presentes en los individuos analizados,
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con lo cual se pueden determinar infecciones a nivel de colonia o a nivel individual en un

momento dado, asi como los niveles de infeccidn y determinacion de especies (104).

La microscopia optica es una herramienta Gtil para el diagnostico de Nosemosis (Figura 5-
A, B, C), las esporas se pueden detectar en el microscopio dptico con una magnificacion de
200 X 0400 X, estas se muestran refringentes, con un contorno oscuro y un tamafo promedio
de 5.34 x 2.46 pm de forma generalmente oval en N. apis, 4.5 x 2.4 um en N. ceranae en
cuyo caso las esporas se observan ligeramente dobladas y menos uniformes con respecto a
las de N. apis, y en N. bombi con un tamafio promedio de 4.88 x 2.88 um en su forma oval
mas comun, aungque como se ha encontrado en esta especie, existe una gran variacion en el
tamario y forma de las esporas ( ovales, redondeadas, alargadas) presentando un rango de
variacion de 2.77-6.63 x 1.69-3.13 um (34,77,78,80,85,87,104). Sin embargo, la
identificacion certera del patdgeno resulta en ocasiones dificil y subjetiva, por lo que el uso
de técnicas complementarias especializadas para discernir entre las diferentes especies de
Nosema es requerido, sobre todo cuando existen coinfecciones, como pueden ser técnicas de
tincién, de las cuales se han descrito diversas técnicas que resultan Utiles para visualizar
microsporidios (Figura 5-D, E, F); en este caso las esporas en preparaciones tisulares, entre
las que destacan: la tincion de Giemsa; Util para tefiir nlcleos de estadios pre-esporales,
tincion de Toloudine; su uso se aplica en secciones semifinas de tejido, para determinar un
area de interés para su 6ptima observacién o la tincion tricromica modificada de Gomori
(Cromotropo 2R); esta técnica se ha utilizado para el diagnéstico de microsporidios en fluidos
corporales e intestinales, siendo de gran utilidad debido a la afinidad que tiene el crométropo
2R (colorante plasmatico) por el material de cromatina, estructuras proteicas, quitina, etc;
tifendo dichas estructuras de rojo a rojo-violeta, que combinado con otros colorantes que
actan como contrastantes (azul de anilina, verde brillante) en una solucién de acido
fosfotingstico que favorece la coloracion, mejoran el contraste entre las esporas de los
microsporidios y el material de fondo, generando un excelente detalle y contraste en las
muestras tefiidas (104-108). Cabe mencionar que se deben mantener todas las medidas de

seguridad por parte de quien realice las técnicas de tincion, a fin de evitar y/o reducir los
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riesgos a la exposicion de agentes toxicos, ademas del manejo adecuado de este tipo de

residuos.

Ademas de las técnicas anteriormente descritas, también se hace uso de microscopia de
contraste de fase que es de gran utilidad ya que facilita la distincién de las esporas o la
microscopia electronica de transmision la cual permite observar diferencias en la
ultraestructura de las esporas de las diferentes especies de Nosema (Figura 5-G, H, I).
(92,109-111).

Si bien la microscopia Optica permite determinar el grado de infeccion por Nosema spp. a
nivel de colonia o individual, detectando y cuantificando las esporas de Nosema en una
muestra de abejas adultas siguiendo la metodologia descrita por Cantwell o la que ha sido
descrita en el documento de métodos miscelaneos del BEEBOOK, este método tiene en
cuenta todas las esporas, siempre que tengan una forma o rasgo reconocible y no se
confundan con otro material de la muestra, por lo que el uso de métodos complementarios
para su diagnostico es requerido; ya que dichas técnicas se podrian considerar subjetivas y
requieren destreza por parte de quien realiza el analisis (78,104,112,113). Es importante
destacar que solamente se pueden realizar identificaciones positivas observando las esporas
tipicas en el ventriculo o en las heces por lo que posiblemente no se puedan demostrar las
infecciones muy leves (78,104,112). Como pudo demostrar Blaker et al., (2014) en un
estudio realizado en 9 especies de abejorros de Norteamerica, encontraron una alta
prevalencia de infecciones con nula/leve esporulacién por Nosema bombi; indicando que la
exposicion al patégeno es alta en la comunidad de abejorros estudiados, pero la prevalencia

de infecciones esporulantes varia entre especies (114).



30

porrE L \
Al
ature'spore®. gl O
N
an,
\

Figura 5. Identificacion de esporas Nosema spp., mediante diversos métodos microscopicos y de tincion.
(A) Esporas de N. ceranag, (B) N. apis y (C) N. bombi bajo microscopia de luz.

(D) Deteccién de Nosema spp. usando tincion de Giemsa, (n) ndcleo celular del ventriculo de una abeja
(Apis), (E) Tincidn de Toluidina de una seccion semifina de tejido ventricular fijado en epoxi, y (F) Esporas
de N. bombi tefiidas con tincion Tricrémica.

(G) Esporas de N. ceranae, (H) esporas de N. bombi mostrando las diferentes variantes genéticas
observadas bajo microscopia de contraste de fase y (1) espora vacia (ES) en el citoplasma de células gliales
del cerebro de un abejorro (Bombus), mostrando pared delgada (flechas dobles) e invaginacion (flecha) en
el lado apical donde el filamento polar se ha expulsado.

(A, B, E) Tomado de Fries et al., 2013. (C) Tomado y modificado de Arbulo 2015. (D) Tomado de Gisder
et al., 2010. (F) Tomado y modificado de Sokolova et al., 2010. (G) Tomado de Bravo et al., 2014. (H)
Tomado de Vavilova et al., 2015. (1) Tomado y modificado de Fries et al., (2001).

Ademas de las técnicas microscopicas mencionadas anteriormente, se han desarrollado
varios métodos moleculares que son mas sensibles y especificos (PCR estandar, g°PCR), para
la deteccion e identificacion de Nosema spp., detectando formas vegetativas de Nosema y
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esporas (104,114,115). Los trabajos realizados por Klee et al., (2006), Rutrech et al., (2008)
y Traver y Fell (2011), destacan la importancia del uso de métodos moleculares para la
identificacion de infecciones causadas por Nosema spp., en uno de estos trabajos también se
ha documentado que el PCR identifica entre un 25 - 50% maés casos de infecciones que la
microscopia; por lo que la microscopia y el PCR juntas proporcionan complementariedad
(114-117).

En Norteamérica, diversos estudios han encontrado diferencias significativas en la
prevalencia de N. bombi en diferentes especies de abejorros, encontrando que es mayor en
especies que han presentado acelerados declives en sus poblaciones como son B. affinis, B.
terricola y B. occidentalis (114). Ademas, los trabajos realizados por Sokolova et al., (2010)
demuestran que N. bombi efectivamente infecta a abejorros silvestres y su rango de
distribucion es bastante amplio, mas de lo que se ha reportado en trabajos anteriores. Aunque,
estudios previos sugieren que el microsporidio fue introducido a Norteamérica a través de
abejorros comerciales en 1992, el estudio realizado por Sokolova, supone que N. bombi ha
estado presente ancestralmente en especies Nearticas de Bombus y se dispersd con sus

multiples hospederos Paleéarticos (105).

En Europa, Asia y América del Sur, la deteccion del microsporidio N. ceranae se ha
registrado en siete, cuatro y tres especies respectivamente. Se ha sugerido que el
microsporidio N. ceranae parece ser mucho mas virulento en abejorros, que su parasito
natural N. bombi, como ha podido demostrarse en los trabajos realizados por Graystock et
al., (2013) quienes de manera experimental infectaron con esporas de N. ceranae a abejorros,
los cuales presentaron una alta mortalidad dentro de los primeros 7 dias post-infeccion,
ademas de mostrar efectos subletales de comportamiento; lo que sugiere la alta virulencia de

este paréasito con sus hospederos (98).

El estudio realizado en México por Gallot-Lavalleé et al., (2016) permitié determinar la
presencia de Nosema en 85 sitios de diferentes estados de la Republica, encontrando una

prevalencia promedio del 3.2% de 3,285 abejorros silvestres colectados, si bien se
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documentaron diversas especies de Nosema (N. thomsoni, N. carpocapsae o N. apis), se
demostré que la infeccion es causada principalmente por dos especies: N. bombi y N.
ceranae. Para el estado de Chiapas de 291 especies colectadas se documentaron doce
abejorros infectados con alguna especie de Nosema. Ademas, cabe destacar que la
abundancia de Nosema encontrada en este estudio fue mucho mayor en el Noroeste del pais
(Sinaloa, Jalisco, Colima, Michoacan y Zacatecas) y especificamente, el estado de Sinaloa
present6 la mayor prevalencia con un 48% en abejorros silvestres; aunque se sabe que este
estado es reconocido por su gran produccién de jitomates en invernadero, y con esto el uso
de abejorros exoticos ( B.impatiens), los datos arrojados no permitieron establecer un nexo
causal directo entre el uso de abejorros exdéticos y la prevalencia de Nosema, por lo que se

requieren estudios que permitan determinar dichos patrones (59).

Bajo este contexto, es esperable que diversas especies de Nosema, puedan estar presentes en

diferentes regiones del estado de Chiapas.
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3 JUSTIFICACION

Debido al riesgo potencial que representa la transmisién de diversas enfermedades y
patdgenos presentes en los abejorros, es primordial conocer como se encuentra la salud de
las colonias de abejorros nativos criados en cautiverio, comparandola con la salud de los
abejorros silvestres, con el fin de evitar o disminuir la diseminacion de enfermedades que
pudieran ser un factor influyente en la disminucion de las poblaciones silvestres y contribuir

en su conservacion.



34

4 OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Documentar la prevalencia de Nosema spp., en abejorros nativos Bombus ephippiatus Say
(Hymenoptera: Apidae) criados en cautiverio en el laboratorio de El Colegio de la Frontera
Sur (ECOSUR) y en abejorros silvestres de dos localidades del municipio de San Cristébal

de Las Casas, Chiapas.

4.2. Objetivos especificos

- Determinar el porcentaje de infeccion por Nosema spp. en las colonias de abejorros del
laboratorio de crianza de ECOSUR, mediante microscopia éptica, utilizando 2 metodologias

complementarias: método de Cantwell y tincién tricromica de Gomori.

- Documentar la prevalencia de Nosema spp. en el abejorro silvestre B. ephippiatus de dos

localidades del Municipio de San Cristobal de Las Casas, Chiapas.

- Determinar si el uso complementario de la tincion tricromica de Gomori, resulta

beneficioso para el diagnostico de Nosema mediante microscopia.

- Determinar la efectividad del diagndstico utilizando s6lo 3 abdémenes.
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5 HIPOTESIS

La prevalencia de Nosema spp. de las colonias de abejorros criados en cautiverio, es mas alta
que la de abejorros silvestres, debido a las condiciones que se mantienen dentro del
laboratorio de crianza que favorecen el desarrollo del microsporidio.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1. Recoleccion de abejorros

El proceso realizado en este proyecto fue colectar aleatoriamente entre 9 y 15 abejorros B.
ephippiatus por colonia (N=22), lo cual representa el 10% de la poblacion de cada colonia;
pertenecientes al laboratorio de crianza de El Colegio de la Frontera Sur, Unidad San
Cristdbal (16°42° N, 92° 36" O). En total se realizé la colecta de 261 abejorros B. ephippiatus
(género Bombus, subgénero Pyrobombus), que fueron colectados durante el mes de febrero
de 2020 para detectar la infeccion causada por el microsporidio Nosema spp., una vez
colectados fueron almacenados en frascos debidamente etiquetados y preservados en alcohol
etilico al 96% hasta su procesamiento.

Por otro lado, en los meses de julio y agosto del 2020 se colectaron abejorros silvestres B.
ephippiatus de dos localidades del municipio de San Cristdbal de Las Casas, Chiapas: Sitio
A) en el predio 240 de la Carretera Internacional (16°42°39.1"" N, 92°36°59.3"" W), y Sitio
B) en el predio 22 Periférico Norte Poniente (16°43°57.9"" N, 92°39739.5"" W), sitios que se
encuentran a una distancia de 534m y 5600m del laboratorio de crianza de ECOSUR
respectivamente. Con el uso de redes entomoldgicas se colectaron un total de 50 abejorros
silvestres (25 abejorros por sitio), mismos que fueron colocados en frascos limpios,

debidamente etiquetados y preservados en alcohol etilico al 96% hasta su procesamiento.

6.2. Preparacion de las muestras

De las 22 muestras obtenidas del laboratorio de ECOSUR un total de 261 abejorros fueron

colectados, sin embargo, se sometieron a analisis para el diagnostico de Nosema por
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microscopia un total de 174 abejorros. Los 87 abejorros restantes se mantuvieron preservados
en alcohol etilico al 96% para su analisis molecular; que debido a la situacion de Pandemia
por COVID-19 no fue posible realizar dicho andlisis, por lo que esas muestras no fueron
utilizadas. Asi mismo, para los abejorros colectados en campo, del total de 50 abejorros que
fueron colectados, Unicamente 42 abejorros fueron sometidos a andlisis para deteccion de

Nosema.

Las muestras fueron procesadas en el Departamento de Medicina y Zootecnia de Abejas,
Conejos y Organismos Acuaticos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM (19°19'46.2" N, 99°10'38.3" W), siguiendo la metodologia de Cantwell descrita en
libro de Patologia, Diagnostico y Control de las principales enfermedades y plagas de las
abejas meliferas (16). Debido a que las colonias de abejorros son significativamente menos
populosas con respecto a las de la abeja melifera, se realizo el macerado de 3 abdémenes de
abejorros con 2, 3y 4 repeticiones (dependiendo del tamario de la colonia): 2 repeticiones
para colonias de 90 — 110 individuos, 3 repeticiones para colonias de 120 — 130 individuos y
4 repeticiones para colonias de 150 individuos (Cuadro 4). En el caso de las 2 muestras de
campo, se realiz6 el macerado de 3 abddémenes de abejorros con 7 repeticiones de cada

muestra (Cuadro 5).

Macerado de abdomenes. Se colocaron 3 abejorros sobre un papel absorbente para eliminar
el exceso de alcohol, posteriormente se separaron los abdomenes de los abejorros con unas
tijeras y pinzas de diseccién. Los abdémenes fueron colocados y macerados en un mortero
con 1ml de agua destilada/abdomen, posteriormente el macerado obtenido fue filtrado con
un tamiz, y el contenido se vertié en un recipiente plastico perfectamente limpio. Para evitar
contaminacion cruzada, el mortero, las pinzas y tijeras se lavaron entre cada macerado con
agua jabonosa y alcohol al 96 % seguido de una limpieza firme y cuidadosa con papel

absorbente limpio antes de ser utilizados nuevamente.
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CUADRO 4. Abejorros nativos (B. ephippiatus) del laboratorio de ECOSUR analizados para la deteccion de
Nosema spp. mediante microscopia. Se muestra el nimero de macerados realizados por colonia utilizando 3
individuos por cada macerado, con 2, 3y 4 repeticiones.
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CUADRO 5. Abejorros silvestres (B. ephippiatus) colectados en campo, analizados para la deteccién de
Nosema spp. mediante microscopia. Se muestra el nimero de macerados realizados por muestra

utilizando 3 individuos por cada macerado, con 7 repeticiones.
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A) Preparacién del frotis mediante método de Cantwell. Se puso una gota de la
suspension proveniente del macerado de los abdémenes de abejorros en una laminilla.
Posteriormente, se coloc6 un cubreobjetos sobre la gota de la suspension y se examind

el frotis fresco bajo un microscopio dptico a un aumento de 400 X.

B) Preparacion del frotis mediante tincion tricromica de Gomori. La suspension
obtenida de los macerados se colocé en tubos de ependorf de 3pul, permitiendo que
reposara la suspension por 15 minutos. Posteriormente se retird el sobrenadante con
una micropipeta, cada muestra requiri6 el uso de puntas de micropipeta y tubos de
ependorf nuevos. Una vez retirado el sobrenadante se coloco 1ul de fijador
(Schaudinn) en cada muestra, se agitd ligeramente la suspension para permitir la
homogenizacién. La solucion del macerado con el fijador se dejo reposar por 24h a

temperatura ambiente antes de proceder con la tincion.

En una laminilla se realizaron frotis delgados con puntas de micropipetas nuevas,
permitiendo que la muestra secara al aire por completo. Posteriormente se colocaron las
soluciones de la tincion tricromica de Gomori en vasos de Coplin prosiguiendo con la tincion

en el orden y tiempos a continuacion:

e Etanol 70% - 5 minutos

e Etanol 70% -> 5 minutos

e Etanol yodado - 5 minutos

e Etanol 70% - 5 minutos

e Etanol 70% - 5 minutos

e Solucion colorante (Tricromica de Gomori) = 7 minutos
e Etanol acido - Sumergidos 3-4 veces (lavados)

e Etanol 96% —> Sumergidos 3-4 veces (lavados)

e Etanol absoluto = 1 minuto
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¢ Xilol grado reactivo - 2 cambios de 2 minutos cada uno

e Montados en resina sintética (Entellan) permitiendo secar a temperatura ambiente

6.3. Microscopia

Tanto los frotis frescos (Cantwell) como los montajes obtenidos con tincién tricromica de
Gomori fueron observados con un microscopio optico (Olympus Cx 31) a un aumento de 40
X para los frotis frescos y a 100 X (con aceite de inmersion) para los montajes de tincion.
Cada laminilla se observo comenzando en el borde superior izquierdo y se avanz6 un campo
de vision a la vez hasta que se encontro el borde derecho de la laminilla. Cada campo de
vision fue examinado en busca de esporas de Nosema spp. (3-4 minutos por campo de visiéon).
Las esporas de Nosema spp. fueron identificadas siguiendo Fries et al., (2013), Fantham y
Porter 1914. La tincién tricromica de Gomori permite diferenciar las esporas de otras
estructuras similares que pudieran ser confundibles en la muestra, por lo que su uso fue
necesario para confirmar que las esporas pertenecian al microsporidio Nosema, con esta

tincion las esporas se observan con una coloracion rojiza-rosada.

6.4. Analisis de los datos

Se determind la prevalencia como el porcentaje de muestras que resultaron positivas a

esporas de Nosema spp. de:
1) las 22 colonias de abejorros de ECOSUR

2) los ejemplares del sitio Ay el sitio B de las 2 localidades de San Cristébal de Las Casas,

Chiapas
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Para esto se determind como muestra positiva, aquella que, a la observacion microscopica,
tanto de frotis frescos como de frotis tefiidos, presentara estructuras positivas a esporas de
Nosema spp. Ademas, se determiné el porcentaje de deteccidon del microsporidio como el
namero de macerados que resultaron positivos de acuerdo con el total de macerados
realizados por colonia; comparando el resultado obtenido por metodologia de Cantwell y por

tincién tricrémica de Gomori.

Prevalencia = NUmero de colonias infectadas X 100

Poblacion expuesta (susceptible)

Porcentaje de Deteccion = Namero de macerados positivos X 100

Total de macerados analizados
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7/ RESULTADOS

7.1. Determinacion de la prevalencia de Nosema spp. en abejorros

nativos

1) Prevalencia de Nosema en abejorros de ECOSUR

Las 22 colonias de abejorros B. ephippiatus que fueron analizadas, se clasificaron con
respecto al tamafio de la colonia (No. de individuos/colonia) y en base al nimero de

macerados realizados por colonia (numero de repeticiones) obteniendo asi 3 grupos:
Grupo 1) 14 colonias de entre 90-110 individuos, con 2 repeticiones por colonia
Grupo 2) 2 colonias de entre 120-130 individuos con 3 repeticiones por colonia

Grupo 3) 6 colonias de 150 individuos con 4 repeticiones por colonia

Se obtuvo el porcentaje de infeccion (prevalencia) por Nosema spp. y el porcentaje de
deteccion del microsporidio utilizando el método de Cantwell y la técnica de tincion

tricrémica de Gomori.

Mediante el método de Cantwell las colonias pertenecientes al grupo 1 presentaron una
prevalencia del 50% (n=7), con una deteccion del 25%, para el grupo 2 se obtuvo una
prevalencia del 100% (n= 2) con una deteccion del 66% y el grupo 3 una prevalencia del
100% (n=6) con una deteccion del 54% (Cuadro 6).

Mediante el método de tincion tricromica de Gomori las colonias del grupo 1 presentaron

una prevalencia del 80% (n=12), con una deteccion del 42% para el grupo 2 se obtuvo una
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prevalencia del 100% (n= 2) con una deteccion del 83% y el grupo 3 una prevalencia del
100% (n=6) con una deteccion del 75% (Cuadro 7).

Se encontro asi, que los porcentajes de infeccion (prevalencia) de las colonias pertenecientes
al grupo 2 (120-130 individuos) fueron del 100% tanto por método de Cantwell como por
tincion tricromica de Gomori, ademas en este grupo se presentd un incremento en los

porcentajes de deteccion de ambas técnicas, en comparacién con los grupos 1y 3 (Figura 6)

De las 22 colonias analizadas, un total de 15 colonias resultaron positivas a Nosema spp., de
tal forma que, la prevalencia observada en el laboratorio de crianza de abejorros B.
ephippiatus de ECOSUR es de al menos el 73% con una deteccion del 60% mediante el
método de Cantwell y una prevalencia de al menos 93% con una deteccion del 70% mediante

el método de tincidn tricromica de Gomori (Cuadro 8, Figura 7, Figura 8).

Cuadro 6. Colonias de abejorros B. ephippiatus analizadas para la deteccion de Nosema spp. por microscopia,
utilizando el método de Cantwell. Se muestra la prevalencia y el porcentaje de deteccidn.

Colonias No. No. de Prevalencia No. No. Deteccion
(grupo) colonias colonias  por método  macerados macerados (%)
analizadas  positivas de Cantwell  analizados positivos
(%)
Grupo 1 14 7 50% 28 7 25%
Grupo 2 2 2 100% 6 4 66%
Grupo 3 6 6 100% 24 13 54%

22 15 58 24
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Cuadro 7. Colonias de abejorros B. ephippiatus analizadas para la deteccion de Nosema spp. por microscopia,
utilizando el método de tincion tricrdmica de Gomori. Se muestra la prevalencia y el porcentaje de deteccion.

Colonias No. No. de Prevalencia No. No. Deteccion
(grupo) colonias colonias  portincion  macerados macerados (%)
analizadas positivas  tricrémica  analizados positivos
de Gomori
(%)

Grupo 1 14 12 85% 28 12 42%
Grupo 2 2 2 100% 6 5 83%
Grupo 3 6 6 100% 24 18 75%
22 20 58 35

Prevalencia y deteccion de Nosema en
colonias de ECOSUR

GRUPO 1

GRUPO 2 GRUPO 3
M Prevalencia Cantwell M Deteccion Cantwell ® Prevalencia Gomori H Deteccién Gomori

Figura 6. Porcentajes de prevalencia y deteccién de Nosema spp. de los 3 grupos de colonias analizadas
mediante método de Cantwell y tincién tricrémica de Gomori.
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Cuadro 8. Cuadro comparativo que muestra la prevalencia detectada y el porcentaje de deteccion mediante
método de Cantwell y mediante tincidn tricromica de Gomori de las colonias manejadas de abejorros B.

ephippiatus de ECOSUR.

No. colonias No. de Prevalencia Deteccion Prevalencia Deteccion
analizadas colonias por método de (%) por tincion (%)
positivas a Cantwell tricrémica de
Nosema (%) Gomori
22 15 68% 48% 91% 67%

Prevalencia general de Nosema (Cantwell)

M Infectados

B No infectados

Figura 7. Prevalencia encontrada en las colonias manejadas del laboratorio de crianza de ECOSUR

analizadas mediante método de Cantwell.
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Prevalencia general de Nosema (Gomori)

M Infectados

B No infectados

Figura 8. Prevalencia encontrada en las colonias manejadas del laboratorio de crianza de ECOSUR

analizadas mediante método de tincién tricromica de Gomori.

2) Prevalencia de Nosema en abejorros silvestres colectados en campo

De los 50 abejorros silvestres colectados en campo, un total de 42 abejorros B. ephippiatus
fueron analizados mediante método de Cantwell y mediante tincidn tricromica de Gomori;
se determiné la prevalencia por sitio de muestreo, asi como el porcentaje de deteccion con
base al nimero de macerados (repeticiones) que resultaron positivos. Tanto el sitio A como
el sitio B (Carretera Internacional- Periférico Norte Poniente, respectivamente) presentaron
una prevalencia de al menos el 29% con igual porcentaje de deteccion mediante método de
Cantwell y una prevalencia de al menos el 43% con igual porcentaje de deteccion en el sitio
A,y del 100% con mismo porcentaje de deteccidn en el sitio B mediante método de tincion

tricromica de Gomori (Cuadro 9-A, B).

Se muestran los porcentajes de infeccion y deteccidn obtenidos de cada zona mediante las

dos técnicas utilizadas (Figura 9).



47

Cuadro 9. Prevalencia detectada en los abejorros silvestres colectados en dos sitios del municipio de San Cristdbal de Las
Casas, Chiapas. (A) prevalencia y porcentaje de deteccion obtenidos mediante método de Cantwell y (B) prevalencia 'y

porcentaje de deteccién obtenidos mediante tincion tricrémica de Gomori.

A
Muestra No. No. No. Prevalencia No. No. Deteccion
individuos individuos individuos por método macerados macerados (%)
por analizados  positivos de Cantwell analizados positivos
muestra (%)
25 21 6 29% 7 6 29%
B 25 21 6 29% 7 6 29%
50 42 12 14 12
B
Muestra No. No. No. Prevalencia No. No. Deteccion
individuos individuos individuos portincion macerados macerados (%)
por analizados  positivos tricromica  analizados positivos
muestra de Gomori
(%)
25 21 9 43% 7 9 43%
B 25 21 21 100% 7 21 100%
50 42 30 14 30

Prevalencia y deteccion de Nosema en
abejorros silvestres

SITIO A

SITIO B

M Prevalencia Cantwell m Deteccidn Cantwell M Prevalencia Gomori m Deteccion Gomori

Figura 9. Porcentajes de prevalencia y deteccion de Nosema spp. en los abejorros silvestres analizados
mediante método de Cantwell y tincidn tricromica de Gomori.
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7.2. Analisis microscépico de las muestras mediante Método de Cantwell y

tincién tricromica de Gomori.

Las muestras analizadas al microsporidio de campo brillante permitieron detectar la
presencia de esporas, mismas que tenian propiedad de fluorescencia con alto indice de
refraccion y formas desde ovaladas a alargadas que son los parametros basicos de
verificacion (Figura 10 J-M). Sin embargo, las muestras presentaron en su mayoria una baja
o0 nula cantidad de esporas de Nosema, por lo que los frotis analizados requirieron una labor

aun mas exhaustiva para su observacion y diagnostico.

Las muestras que fueron tefiidas (tincion tricrdmica de Gomori), presentaron la tincion
caracteristica de la espora, observandolas con una coloracion rojiza-rosada propia de la
tincion realizada; se pudieron observar esporas de diversas formas desde redondeadas a
alargadas. Ademas, en la gran mayoria de las muestras se observaron esporas dispersas, y

solo en algunas se observaron esporas aglomeradas (Figura 11 N-Q).
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Figura 10. (J-M) Micrografias de esporas de Nosema spp. (circulos naranjas), de frotis frescos obtenidos del macerado
de abdémenes de abejorros B. ephippiatus analizadas mediante microscopia siguiendo la metodologia de Cantwell.
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Figura 11. Micrografias de esporas de Nosema spp. de los montajes obtenidos de abdémenes de
abejorros B. ephippiatus analizados mediante tincion tricrdémica de Gomori en donde se observan
esporas de Nosema spp. tefiidas de rosa-rojizo. N y P) Espora de Nosema aislada/dispersa. O y Q)
Esporas de Nosema aglomeradas.
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8 DISCUSION

En este estudio se pudo documentar la prevalencia del microsporidio Nosema spp. tanto en
las colonias manejadas de abejorros B. ephippiatus del laboratorio de ECOSUR, asi como en
las muestras colectadas de abejorros silvestres pertenecientes a dos localidades del municipio
de San Cristébal de Las Casas, Chiapas. El principal resultado obtenido en este estudio es
que las colonias de abejorros de ECOSUR presentan una prevalencia importante,
encontrando en los 3 grupos analizados una prevalencia de por lo menos el 50% (metodologia
de Cantwell y tincion tricrémica de Gomori), alcanzando prevalencias de hasta el 80 y 100%.
Esto confirma la hipotesis planteada, con lo que se asume que las condiciones que se
mantienen dentro del laboratorio de crianza son un factor que influye en las altas prevalencias

de estos abejorros, esto sucede por diversos factores como:

1) la transmisién del microsporidio a la descendencia, a través de reinas infectadas que han
sido colectadas en campo para la fundacidn de colonias, como ha sido sugerido en los trabajos
realizados por Cordes (2010) quien menciona que una de las principales formas de
transmision de Nosema en abejorros es mediante reinas infectadas que han hibernado y

posteriormente transmiten la enfermedad en la colonia (24).

2) la infeccion de los individuos de la colonia (reinas, obreras y machos) mediante la
ingestion de esporas presentes en el polen contaminado (proveniente de colmenas de abejas
meliferas infectadas). Los estudios realizados por Graystock et al., (2016) demostraron la
presencia de diversos parasitos viables en el polen proveniente de colonias de abejas

meliferas (72).

3) inadecuada desinfeccion del material de manejo, con lo que podria suscitar a la infeccion
entre colonias dentro del laboratorio. Las buenas practicas de manejo y medidas sanitarias se
han establecido principalmente en abejas meliferas, para la prevencion y control de
enfermedades; tal como se menciona en el libro de patologia, diagndstico y control de las

principales enfermedades de las abejas meliferas (78).

4) el encierro prolongado de individuos dentro de la colonia, que facilita la propagacion y

perpetta el ciclo infeccioso del patdgeno, como sucede en colonias de abejas meliferas,
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donde se considera que la manifestacion de la enfermedad se incrementa tras largos periodos
de encierro (climas adversos) lo que obliga a las abejas a permanecer mas tiempo dentro de
la colmena y defecar dentro de ella, perpetuando e incrementando la transmision del

microsporidio (78).

Con respecto a los datos obtenidos en los abejorros silvestres; se obtuvo una prevalencia de
por lo menos el 20% alcanzando hasta el 100%; sin embargo, el haber analizado a los
abejorros silvestres de manera grupal (como se hizo con los abejorros de laboratorio) pudo
ocasionar falsos positivos en los resultados, dado que no se analizaron los individuos
independientemente, otro factor que pudo ser influyente en estos resultados es la fecha de
captura, que se realizd en el mes de agosto (temporada de lluvias) por lo que la estacionalidad
pudo ser factor importante en el ciclo bioldgico del microsporidio que como se ha
mencionado anteriormente largos periodos de confinamiento propician que la manifestacion
de la Nosemosis se eleve considerablemente. Los resultados obtenidos en este trabajo son
contrastantes con respecto a los obtenidos por Gallot-Lavallée (2016), de un total de 3,285
abejorros silvestres analizados para la deteccién de patégenos en varios estados de la
Republica mexicana, encontraron una prevalencia del microsporidio Nosema spp. del 7.7%,
identificando a las especies N. bombi y N. ceranae mayoritariamente. Especificamente para
el estado de Chiapas se muestrearon 11 sitios con un total de 291 abejorros de los cuales 12
individuos resultaron positivos a Nosema (4.1%). Con lo que la prevalencia observada en
este trabajo no corresponde a aquella obtenida por Gallot-Lavallée, para el estado de Chiapas,
aunque algunos estados si presentaron prevalencias que alcanzaron el 48%, estados con
importantes zonas de invernaderos en donde se utilizan abejorros exdticos para la
polinizacion de cultivos; mismos que pueden ser responsables de que se presenten niveles
mas altos de infeccidn, aunque dichos patrones no han sido comprobados. Resulta importante
continuar con estudios sobre la presencia de patdgenos en abejorros silvestres de México y
poder documentar si es que existen patrones de derrame de enfermedades y en qué estados

de la Republica, para implementar medidas que garanticen la conservacion de estas especies.

Cabe destacar que la mayoria de las muestras analizadas (con excepcién de 2 muestras del
laboratorio y las muestras de campo) presentaron una baja o nula cantidad de esporas, lo que

puede sugerir que el tamafio de la muestra analizada fuera insuficiente para detectar al
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patdgeno en niveles bajos de infeccion, como lo menciona el libro de guia estadistica para la
investigacion en abejas meliferas (112). La baja cantidad de esporas fue un factor importante
al momento de analizar las muestras al microscopio, ya que debido a esto se duplicé la labor
realizada en este proceso, con lo que resultd méas exhaustiva su comprobacion y diagndstico;
por lo que el uso de técnicas moleculares para el diagnostico fiable de Nosema, asi como su

identificacion es requerido.

Por otro lado, las técnicas realizadas para el analisis microscopico permitieron comparar la
eficiencia entre cada una de ellas, con lo que se pudo demostrar que la técnica de tincién
tricromica de Gomori utilizada para la deteccion de esporas, presenta una marcada diferencia
en el resultado y diagndstico; aunque se requieren realizar mas trabajos para concluir si estas
diferencias son estadisticamente significativas. Esto es importante mas ain cuando no se
cuenta con métodos moleculares que son certeros en la deteccion del microsporidio; por lo
que se sugiere el uso de tinciones para el diagnéstico de Nosema mediante microscopia, como
se ha podido documentar en los métodos realizados por Fries et al., (2013) en donde se tienen
metodologias estandarizadas de las tinciones utilizadas para la deteccion de Nosema spp.
especificamente para la abeja melifera (104,106,107), por lo que es recomendable hacer uso
de técnicas complementarias o recurrir a métodos moleculares o computarizados para su
correcto diagnostico, ya que el resultado puede llegar a ser muy subjetivo cuando se utiliza
unicamente la microscopia de luz, siendo el técnico o personal capacitado encargado de
realizar dichos estudios, y un resultado acertado puede depender de la experiencia del

personal.

Riesgos potenciales

El manejo de especies nativas de abejorros que presenten una considerable prevalencia de
algiin patogeno pone en riesgo su posible comercializacion, por el hecho de ser vectores de
enfermedades que puedan ser derramados a especies de abejorros silvestres, como ocurre con
las especies de abejorros manejados a nivel mundial, como se ha demostrado por diversos
autores, la presencia de patégenos en colonias manejadas y su posible propagacion a especies

silvestres (23,66,73). Con lo que la transmision de enfermedades entre abejorros manejados
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y silvestres se perpetla, repercutiendo de manera importante en la ecologia, salud y bienestar

de las poblaciones nativas.

Manejo responsable de colonias de abejorros

Este estudio permitié conocer como se encuentran las colonias de abejorros nativos que son
criados en laboratorio, con el fin de obtener datos que puedan ser de utilidad para
implementar medidas de sanidad en el ambito bombicola, y poder contribuir al manejo
adecuado de abejorros nativos, ya que es de vital importancia mantener colonias de abejorros
manejados libres de patdgenos que como ya se menciond, representan un riesgo importante
y son factor calve en la disminucion de las poblaciones de abejorros silvestres que se

presentan a nivel mundial.

El manejo de abejorros para su comercializacion debe mantener las mejores practicas desde
su crianza hasta su utilizacion en la polinizacion de los diversos cultivos de interés; con el
fin de mantener colonias de abejorros libres de patégenos, sugiriendo para la crianza de
abejorros algunas medidas como las que ya se han descrito para el manejo de colmenas de
las abejas meliferas como son: la esterilizacion del equipo de manejo, revision periodica de
colonias, muestreos aleatorios para la deteccion de enfermedades, eliminacion/ sacrificio de
colonias que resulten positivas a enfermedades altamente virulentas, flujos de aire (positivo-
negativo) dentro de las instalaciones para evitar la fuga/entrada de individuos, esterilizacion
del alimento provisto para cubrir sus necesidades proteicas (polen), disminuir/eliminar la
captura de reinas en campo que puedan ser hospederos de enfermedades, si se mantienen
colonias después de la obtencidn de sexuados controlar su disposicidn y correcta eliminacion
al final de su ciclo y finalmente la correcta eliminacién y/o esterilizacion de cajas de
desarrollo (colonias) que resulten positivas a Nosema o a algun otro patdgeno de alta
virulencia. Haciendo hincapié en la importancia que tiene el diagnostico de enfermedades,
en el caso particular de Nosema, enfermedad que se ha identificado ser cada vez mas
virulenta, asociada con otros factores estresantes y que causan detrimentos en la salud de los
abejorros, por lo que su control es vital para conservar especies tan importantes como lo son

los abejorros y su diversidad.
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9 CONCLUSIONES

Este trabajo permitié conocer la prevalencia de la enfermedad asociada a Nosema
spp. en los abejorros nativos B. ephippiatus criados en cautiverio del laboratorio de
ECOSUR y de dos localidades del Municipio de San Cristdbal de Las Casas, Chiapas.
Es el primer trabajo que permite validar el uso de una muestra pequefia (3
abddmenes), resultando factible para el diagndstico de la enfermedad asociada a
Nosema spp.

La técnica de tincién tricrémica de Gomori permitié determinar con mayor certeza la
presencia de esporas, es recomendable para diagnosticar de manera certera la
enfermedad sobre todo en colonias que presentan una baja esporulacion; sin embargo,
es una técnica laboriosa que requiere méas tiempo para su realizacion, ademas de que
el uso de reactivos de tincion representa un costo mayor en comparacion con la
técnica de Cantwell.

Las técnicas microscopicas son Utiles para el diagnostico de Nosemosis en abejorros,
sin embargo, se recomienda el uso complementario de técnicas moleculares
complementarias, para la identificacion y diagnostico de la enfermedad.

Se comprobod que el uso de una muestra pequefia es util para el diagndstico de la
enfermedad, dado el tamafio de las poblaciones de colonias de abejorros, se requieren
estudios posteriores en donde se estandarice el tamafio de la muestra, para el
diagnostico de Nosema spp.

Las prevalencias obtenidas en las colonias de abejorros manejados de ECOSUR son
altas, y aunque no fue estudio de este trabajo, el manejo y las medidas de sanidad en
el laboratorio de crianza pueden ser objeto de estudio para trabajos posteriores, con
el fin de reducir los porcentajes de prevalencia y mantener colonias con estatus libres

de parasitos en este caso asociados al microsporidio Nosema spp.
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